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gennemgangen og opponering af vores midtvejspapir og vores første aflevering.  
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Abstrakt 
I dette projekt ønskes en klarlægning af, hvordan den mest aktive polyphenol strukturelt 
vil være karakteriseret, på baggrund af dens hæmmende effekt på dannelsen af fedtsyrer. 
Polyphenoler er naturligt forekommende stoffer, hvor et antal af disse forbindelser, anses 
som værende særlige virkningsfulde i forbindelse med fedtsyresyntesen. Sidstnævnte er et 
væsentligt område i forskningen omkring fedme, med dets uønskede konsekvenser for den 
almene sundhedstilstand. 
Med udgangspunkt i ovenstående, undersøges i dette projekt, hvilke polyphenoler der 
eksisterer i rabarberroden Rheum Rhabarbarum ”Timberley Early”.  Dette udføres ved 
eksperimentel oprensning, efterfulgt af LC-massespektrometrisk analyse af fraktionerne.   
Det litterære aspekt har taget udgangspunkt i studier, omhandlende identifikation af 
potentielle strukturer for inaktivering af fedtsyresyntesen. Kilder påpeger hvorledes morin og 
lignende forbindelser hæmmer syntesen reversibelt ved lav koncentration, samt hvordan 
catechiner esterificeret med gallussyre, hæmmer syntesen irreversibelt, ved omtrent samme 
koncentration.  Det ses, at en inhibitor der hæmmer reversibel og irreversibel vil være at 
foretrække.      
I den pågældende rabarberrod blev oprenset et stof med samme molmasse som 
resveratrol. Det konkluderes at resveratrol hæmmer FAS, men hvorvidt denne kan føre til en 
vægtreduktion er endnu uvist. 
 
Abstract 
This project wish for a clarification of, how the most active polyphenol structure will be 
characterized, in view of its inhibitory effects on the development of fatty acids. Polyphenols 
are naturally occurring compounds, whereas a number of these compounds are seen as being 
notably potent in connections with the Fatty Acid Synthesis. The latter is an essential field in 
scientific research regarding obesity, with its harmful consequence for the general state of 
health. 
Referred to above, this project will investigate which polyphenols is to be found in the 
rhubarb root Rheum Rhabarbarum ”Timberley Early”. This is done by experimental 
purification followed by LC-mass spectrometry to analyse the fractions. 
The literary aspects have focused on studies involving identification of potential 
structures for inactivation of the Fatty Acid Synthesis. Authority points out how morin and 
similar compounds inhibit the synthesis reversible at a low concentration and how catechins 
esterified with gallic acid inhibits the synthesis irreversible, roughly by same concentration. It 
is found that an inhibitor which inhibits both reversible and irreversible is to prefer.      
In the actual root was purified a compound with the same molar mass as resveratrol. It 
is concluded that resveratrol inhibits FAS, but whether it will lead to a weight reduction is 
still uncertain.   
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Forord 
Dette projekt omhandler polyphenoler og fedtsyresyntesen, hvor formålet er at finde 
den struktur, der hæmmer syntesen bedst. Udgangspunktet for projektet skal søges i 
hypotesen om, at specifikke polyphenoler, med bestemt strukturel opbygning, kan hæmme 
trin i fedtsyresyntesen. Man kan forestille sig, at en sådan hæmning ville føre til en 
vægtreduktion, da dannelsen af fedtmolekyler vil minimeres eller slet ikke finde sted. 
Projektet er udarbejdet med udgangspunkt i 2. semesterbindingen på den 
Naturvidenskabelige Basisuddannelse ved Roskilde Universitetscenter. Dette indebærer at 
der opstilles en model, som har til formål at beskrive et naturvidenskabeligt system. 
Nærværende projekt befinder sig inden for et biokemisk felt.  
Projektets målgruppe defineres, som værende interesserede med grundlæggende viden 
om kemi og biologi, med et særligt kendskab til biokemi. Derudover kan problemstillingen 
henvende sig til folk med interesse for ernæringsmæssige problemstillinger. Niveauet 
forventes at være fra en videregående uddannelse. 
Projektet omfatter både en eksperimentel og litterær del. Eksperimentet tager 
udgangspunkt i oprensning af polyphenoler fra en rabarberrod, mens det litterære aspekt vil 
være en sammenligning af allerede kendte polyphenolstrukturer i relation til hæmning af 
fedtsyresyntesen.  
 
Rapporten skal læses på følgende vis. I indledningen redegøres der for, hvordan viden 
om kemiske stoffer, oprenset fra planter, kan benyttes i mange henseender. Herefter 
præsenteres problemstillingerne omkring polyphenoler, fedtsyresyntesen og hæmning af 
denne, hvilket leder til projektets problemformulering.  
Metodeafsnittet beskriver hvordan vi har fundet litterært materiale. Hypotesen beskrives 
i eget afsnit, da denne er udgangspunkt for projektet. Teoriafsnit følger herefter, med afsnit 
om den biokemiske grundviden om polyphenoler, fedtsyresyntesen, enzyminhibitorer og 
sammenhængen mellem disse. Afsnittet om eksperimentet indeholder blandt andet en 
beskrivelse af formålet, materialer, udgangspunkt for forsøgsopstillingen og 
fremgangsmetode. Forsøgets resultater præsenteres og diskuteres. Diskussionen vil tillige 
indeholde diskussion af, hvordan den bedste fedtsyresyntese hæmmer er karakteriseret og om 
en hæmning vil kunne føre til et vægttab. Projektrapporten afsluttes med konklusion og 
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perspektivering efterfulgt af en litteraturliste, som er inddelt i primære og sekundære kilder. 
Sidst i rapporten vil forefindes to appendix.  
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1. Indledning 
Fedme er et voksende problem i store dele af den vestlige verden og skyld i talrige 
livsstilssygdomme. ,,Overvægt blandt danskere tegner sig for godt 2 % af alle dødsfald, godt 
30.000 tabte leveår hvert år og et tab i danskernes middellevetid på tre måneder for mænd og 
otte måneder for kvinder" [Sundhedsstyrelsen 2006, s. 182]. Overvægt medfører en række 
omkostninger, blandt andet i form af nedsat livskvalitet og forringede levevilkår 
[Sundhedsstyrelsen 2006].  
I dag forhandles diverse præparater til hjælp mod overvægt. Selvom man er bevidst om, 
at der skal fysisk aktivitet og kostomlægning til, hvis man ønsker et vægttab, kan brug af et 
produkt med slankende effekt, være en hjælp på vejen. Dette faktum har resulteret i, at der 
bliver forsket mere og mere i, hvordan den menneskelige organisme optager og danner fedt. 
Målet er at finde ud af, hvordan denne naturlige funktion kan hæmmes, så dannelsen af 
depotfedt bliver begrænset, og det dermed ville være muligt at tabe sig [www.Helsenyt 
2002]. 
 
I Østen har man i generationer drukket grøn te med troen på de grønne blades mange 
helbredende virkninger. Nyere studier, foretaget på mennesker, tyder stærkt på at grøn te 
nedsætter risikoen for hjertekarsygdomme og udvikling af visse former for kræft. 
Forklaringen på sidstnævnte refererer til teens indhold af nogle bestemte stoffer, som kan 
virke beskyttende overfor skader på menneskets arvemateriale [www.Kræftens Bekæmpelse 
2007, Christophersen 2007]. 
Derudover er forskningen de senere år blevet rettet mod grøn tes mulige slankende 
effekt. Undersøgelser påpeger at grøn tes gavnlige indvirkning på sundhedstilstanden har at 
gøre med dets evne til at optræde med blandt andet antioxidativ effekt [Christophersen 2007, 
Scalbert & Williamsen 2000, Skibsted 2006]. 
 
Med udviklingen af videnskaben er det nu blevet muligt, at oprense de forskellige 
kemiske forbindelser i grøn te. Som det påpeges i ovenstående, indeholder grøn te nogle 
bestemte stoffer, nærmere betegnet de såkaldte aromatiske polyphenoler. Specifikke 
polyphenoler er aktive i den forstand, at de i forbindelse med den animalske fedtsyresyntese 
menes at optræde med en hæmmende virkning [Li et al. 2005].  
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Tilbage i 1960 rapporterede man første gang om antibiotikaet cerulenins hæmmende 
virkning på fedtsyresyntesen [Omura 1976]. Nyere studier på mus har vist, at denne hæmning 
af fedtsyresyntesen kan have en slankende og appetithæmmende effekt [Loftus et al. 2000].  
Med viden om grøn tes aktive bestanddele kunne fokus rettes mod udvinding af 
polyphenoler fra andre planter. Da polyphenoler eksisterer i vid udstrækning i kosten, 
hovedsageligt i frugt og drikkevarer, såsom te og kaffe, ville en identifikation af de 
forskellige forbindelser og deres aktivitet i kroppen, måske kunne forklare deres 
sundhedsfremmende og forebyggende egenskaber [Scalbert & Williamsen 2000]. 
Studier har, på baggrund af rabarbers gavnlige egenskaber i form af blandt andet 
forøgelse af blodcirkulationen og mavehelbredende virkning, analyseret de forskellige 
kemiske forbindelser i rabarber. Undersøgelserne har vist, at rabarber indeholder nogle af de 
samme typer polyphenoler, som findes i grøn te [Zhang & Liu 2004].  
 
1.2 Problemstilling 
Projektets problemstilling er opstået på baggrund af det store problem fedme er i 
befolkningen i dag. Dette har ledt den biokemiske forskning i retning af de kemiske 
forbindelser, hvis struktur gør, at de kan hæmme fedtsyresyntesen. Man ved at polyphenoler, 
der blandt andet findes i rabarber, har denne essentielle struktur. Problemet er, at der findes 
mange forskellige polyphenoler, hvis hæmmende mekanismer varierer. Projektet søger derfor 
at undersøge de faktorer der gør, at nogle strukturer hæmmer fedtsyresyntesen bedre end 
andre. Dog fører dette ikke til en løsning på problemet, da det er uvist, om en hæmning vil 
kunne medføre et vægttab. Derfor stiller projektet endvidere spørgsmålet om hæmningen af 
fedtsyresyntesen kan resultere i et vægttab. 
 
1.2.1 Problemformulering 
Hvilke fedtsyresyntesehæmmende polyphenoler kan oprenses fra rabarber? Hvordan 
kan disse vurderes i forhold til de bedst hæmmende strukturer og kan de medføre 
vægtreduktion? 
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1.3 Metode 
Nærværende projekt er udformet på baggrund af en litterær samt en eksperimentel 
tilgangsmetode for at kunne belyse problemstillingen.  
Arbejdsprocessen i projektarbejdet indbefattede en indsamling af grundviden om 
fedtsyresyntesen, polyphenoler, enzymhæmning og rapporter baseret på studier omhandlende 
nævnte teoridele. Sidstnævnte er blandt andet fundet under søgeord såsom ”rhubarb and 
constituents” og ” polyphenols, inhibition and FAS” i diverse naturvidenskabelige databaser. 
Af disse kan nævnes Science Citation Index, Science Direct og CSA Illumina. Derudover 
omfatter den litterære del anvendelse af biokemiske lærebøger samt litteratur omhandlende 
de analytiske metoder. Disse benyttes i projektets eksperimentelle del. Den eksperimentelle 
metodetilgang er med udgangspunkt i allerede udførte forsøg, baseret på oprensning af 
forskellige bestanddele i rabarberrod, dog med få afvigelse, blandt andet i brugen af 
opløsningsmiddel og sort. 
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2. Hypotese 
Baggrunden for oprensning af fedtsyresyntesehæmmende polyphenoler skal, ud fra et 
større perspektiv, opfattes som en strategi for, hvordan man ville kunne reducere antallet af 
overvægtige. Dette kan muligvis opnås ved, at anvende de fedtsyresynteseaktive stoffer, 
udvundet fra naturlige produkter, i en eventuel medicinsk behandling. Mange af kroppens 
fysiologiske funktioner er forbundet med udvikling af fedme, heriblandt de neurale samt 
metaboliske processer i kroppen [Moon et al. 2007, Tian et al. 2004].  
Sammenhængen mellem hæmning af fedtsyresyntesen og vægttab, findes i syntesens 
centrale rolle i stofskifteprocesserne i kroppen, som styres af appetitregulerende hormoner. 
Hvis syntesen bliver inaktiveret ville dette kunne mindske dannelsen af fedtsyrer og 
derudover påvirke de appetitregulerende mekanismer i kroppen.  
I 1976 fremlagde et studie en observation omkring antibiotikaet cerulenin. Stoffets 
hæmmende effekt på cellevæksten i bakterierne E. Coli, var primært rettet mod cerulenins 
evne til, at blokere syntesen af lipider. Altså havde cerulenin andre egenskaber end at kunne 
virke antibakterielt [Omura 1976].  
Cerulenin blev senere hen anvendt i en undersøgelse, med det formål at undersøge 
hvorvidt mus, ved tilførsel af stoffet, opnåede et vægttab. På baggrund af cerulenins toksiske 
og derfor uønskede virkning, blev i stedet anvendt en syntetisk fremstillet inhibitor, C75. 
Dette studie påpegede en sammenhæng mellem kroppens anabolske stofskifteproces og de 
appetitregulerende mekanismer [Loftus et al. 2004].  
Da resultaterne fra denne undersøgelse anses som væsentlige for projektets 
problemformulering, vil næste afsnit kort redegøre for, hvad der blev konkluderet. 
 Resultaterne viste, at vægttabet var afhængigt af hvor stor en dosis musene fik tilført. 
Des højere dosis, jo større vægttab og des længere varede perioden med vægttab. Vægttabet 
ophørte efter tilførslen af inhibitor stoppede. Derudover viste undersøgelserne, at 90 % af 
vægttabet primært skyldtes den nedsatte appetit, forårsaget af hæmningen af 
fedtsyresyntesen.  
I studiet blev endvidere antaget, at en regulering af substratet malonyl-CoA i 
fedtsyresyntesen, var forbundet med fødereguleringen i kroppen. Netop C75 optrådte som 
inhibitor for dette substrat. Endvidere blev de behandlede mus sammenlignet med fastende 
mus for at fastslå, at vægttabet ikke udelukkende skyldtes den nedsatte appetitlyst. 
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Resultaterne viste, at de behandlede mus havde et halvt så stort vægttab i forhold til de 
fastende mus og at de behandlede mus ikke havde nedsat energiniveau. Forsøgsmusene viste 
derudover ingen tydelige tegn på overlast [Loftus et al. 2000]. 
Som det antydes i ovenstående, er mange aspekter involveret i regulering af vægten, 
hvorfor fedme anses som værende en multifaktoriel sygdom. Mange kinesiske medikamenter, 
heriblandt grønne teblade, ginkgoblade og rødder fra rabarber, er i en lang årrække blevet 
anvendt i forbindelse med ønsket reducering og kontrollering af vægt. Et studie undersøgte 
på baggrund af dette, et antal af disse naturlige, udvundne medikamenter i sammenhæng med 
fedtsyresyntesen. Konklusionen derpå var, at planternes vægtreducerende effekter, 
overvejende skyldtes en hæmning af fedtsyresyntesen. Sammenlignet med cerulenin blev det 
vurderet, hvorledes plantestofferne, med indhold af mange andre bestanddele, på en renere og 
mere koncentreret form bestående af de fedtsyrehæmmende komponenter, ville være mere 
ideelt at anvende end cerulenin [Tian et al. 2004].  
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3. Teori 
3.1 Polyphenolers strukturelle opbygning  
I dette afsnit vil indgå en kort præsentation af nogle hoved- og undergrupper af polyphenoler, 
udvalgt på baggrund af deres mulige evne til at hæmme fedtsyresyntesen (FattyAcidSynthesis, 
FAS). En gennemgang af phenolers strukturelle opbygning er væsentlig i forhold til forståelsen af 
projektets model, som illustrerer den struktur, der hæmmer FAS i særlig grad. De strukturer som 
kilder påpeger, er særlig aktive i forbindelse med FAS, vil i et efterfølgende afsnit blive beskrevet.  
 
Phenoler er aromatiske carbonhydrider, bestående af en hydroxygruppe (-OH) bundet til en 
benzenring (C6H6), se figur 1. Polyphenoler består af mindst to sammensatte phenoler og dækker 
over en lang række kemiske forbindelser. Hver især har de, med specifik strukturel opbygning, en 
betydning for den kemiske forbindelses optagelighed i kroppen. Polyphenoler der udvindes fra 
kosten omfatter strukturelt set, forbindelser lige fra polymerer til monomerer, hvorfor disse tilhører 
en gruppe af stoffer, med en stor forskellighed af strukturer. Det påpeges at polyphenoler er 
reaktionsdygtige stoffer, særligt i deres evne til at optræde som inhibitorer for mange enzymer 
[Cheynier 2005, Mattila 2006].    
 
 
 
 
3.1.1 Undergrupper af polyphenoler 
Polyphenoler kan deles op i forskellige undergrupper, hvoraf én kaldes flavonoider, se figur 
2. Flavonoider menes overordnet set at have helbredsfremmende effekter og dækker over en 
stor gruppe af stoffer, hovedsageligt plantefarvestoffer. En mindre del optræder som 
smagsstoffer. Det ses ud fra figur 2 at eksempler på flavonoider kan være hhv. en flavon, 
flavanol eller en flavanonol. Figuren af flavonoiden illustrerer hvor hhv. A, B og C-ringen 
Figur 1: Figuren illustrerer en phenol med en hydroxygruppe direkte bundet til den aromatiske ring 
[BMRDB 2007]. 
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sidder, samt nummerering af C-atomer. En anden gruppe af flavonoiderne er undergruppen 
kategoriseret som de såkaldte catechiner, se figur 5. Disse udgør en betydelig procentdel i 
grøn te, hvor forbindelsernes virkning kan optræde med antibakterielle effekter 
[Christophersen 2007, Shahidi & Naczk 1995 kap. 1]. 
 
Nævneværdigt er gruppen af polyphenoler, kategoriseret som stilbenes. Netop 
resveratrolforbindelser, om igen er en undergruppe af stillbenes, findes blandt andet i 
rabarber [Komatsu et al.2006]. 
 
 
 
3.1.2 Flavonoiders indvirkning på fedtsyresyntesen 
Generelt påpeges det, at mange grupper af polyphenoler ikke kun er gavnlige for 
menneskets helbred, men også aktive i forbindelse med fedtsyresyntesen. Specielt 
catechinerne og blandt andet flavonerne, se figur 2 og figur 5, udgør en gruppe af 
forbindelser som hæmmer FAS. Forbindelserne er karakteriseret ved deres opbygning og 
mekanisme; de består af to eller flere phenolringe, samt hæmmer bestemte enzymer i FAS 
[Tian 2006]. De undersøgelser og overvejelser, der ligger til grund for denne opdagelse, vil 
blive uddybet senere [jf. 3.5 Morins hæmning af fedtsyresyntesen]. Det skal her blot nævnes, 
at flere af resultaterne tyder på, at flavonen morin, se figur 3, udviser den mest aktive 
Figur 2: Til venstre på figuren ses en grundstruktur af en flavonoid med markering af A, C og B-ring. 
På denne figur ses hvordan C-atomerne nummereres. De tre andre figurer er eksempler på 
undergrupper af flavonoider, her ses en hhv. flavanonol, flavanol og en flavon [www.Biosite 2007, 
redigeret af MCHL]. 
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hæmning af FAS, ved lavest mulig koncentration [Li & Tian 2004]. Sammenhængen mellem 
struktur og koncentration vil blive gennemgået i et senere afsnit [jf. 3.4 Sammenhæng 
mellem koncentration og struktur].  
 
Det vil derfor være interessant at undersøge, hvorvidt vores materiale, rabarberrod, 
indeholder samme eller lignende polyphenolstrukturer. Dette er baggrunden for, at vi i det 
eksperimentelle arbejde med oprensning af de kemiske forbindelser fra rabarberroden, blandt 
andet har brugt morin som forsøgsreference. Forsøgsreferencen kan opfattes som en 
sammenligning af rabarberrodens oprensede og udefinerede kemiske forbindelser, med den 
allerede kendte kemiske strukturmodel, morin. 
 
3.1.3 Undergruppen catechiners indvirkning på fedtsyresyntesen 
Som beskrevet tidligere udgør forskellige polyphenoler de kemiske forbindelser i grøn 
te. Hovedbestanddelene i grøn te blev i en undersøgelse bestående af hhv. (-)-
epigallocatechiner gallate (EGCG), (-)-epicatechiner gallate (ECG), (-)-epigallocatechiner 
(EGC), (-)-epicatechiner (EC) og (+)-catechiner (C), se figur 5. EGCG udmærkede sig med 
størst inhibitoreffekt, sammenlignet med ovenstående catechiner. Strukturelt set afviger 
denne catechin sig fra de andre catechiner, idet denne har en galloyl-gruppe, se figur 4, 
bundet til sig, i en esterbinding til det 3. C-atom i C-ringen, se figur 5. Hvis man ud fra 
figuren ser på hhv. EGC, EC og catechinen, har disse forbindelser ingen såkaldt 
galloylgruppe [Wang et al. 2003].  
   
 
 
 
Figur 3: Figuren illustrerer den strukturelle opbygning af flavonen, morin  
[Li et al. 2005, redigeret af MDC]. 
Figur 4: Illustration af en 
galloylgruppe, som via en 
esterbinding kan bindes til 
forskellige kemiske forbindelser 
[Wang et al. 2003, redigeret af 
MCHL]. 
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I det følgende vil der komme et dybdegående afsnit om den biokemiske proces FAS og 
dennes sammenhæng med nogle af kroppens andre stofskifteprocesser. Afsnittet om 
fedtsyresyntesen efterfølges af de enzymkinetiske mekanismer, der ligger til grund for 
hæmningen af de enzymer, der katalyserer FAS. Denne baggrundsviden er nødvendig for den 
videre forståelse af, hvordan polyphenoler helt specifikt kan gå ind og hæmme FAS.  
 
3.2 Fedtsyresyntesen  
Fedtsyresyntesen er en anabolsk stofskifteproces, som ud fra acetyl-CoA syntetiserer 
byggeelementer til opbygning af kroppens celler i organer og væv. Dette er en 
energikrævende proces i modsætning til cellens katabolske stofskifteproces, som er en 
energiproducerende nedbrydningsfase [Bruus 1981 kap. 8, Nelson 2000 kap. 21].  
Kroppens fedtvæv består af to forskellige typer fedt. Den ene indeholder forskellige 
sammensatte lipider, hovedsageligt phospholipider, som findes i nervevæv og 
cellemembraner. Den anden type fedtdepot består af triglycerider, som er det fedtlag der 
ligger under huden og omkring indvoldene. Triglycerider er en ester af glycerol og tre fede 
syrer, som ses på figur 6. En esterbinding (R-O-COR) dannes af en syregruppe (-COOH) og 
Figur 5: Til højre ses en illustration af fire catechiner, en hhv. EC, EGC, ECG og EGCG. Det ses at 
ECG og EGCG er esterificeret med en galloylgruppe til C-ringen. Til ventre ses en grundstruktur af 
en catechin [Koo et al. 2006, redigeret af MCHL]. 
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en alkoholgruppe (-OH) under vandfraspaltning. En af de fedtsyrer, der bliver dannet i FAS 
er palmitinsyrer, hvis kæde består af 16 C-atomer. Det er den korteste fedtsyre der findes 
naturligt i mennesket [Moe & Munksgaard 1991 kap. 9 & 10]. 
Triglyceriderne, se figur 6, nedbrydes under en såkaldt hydrolyseproces i tarmkanalen, 
hvor fedtsyrerne vil blive absorberet gennem tarmvæggen. Nedbrydningsprocessen af 
fedtsyrerne foregår i cellens mitokondrier ved anvendelse af nogle bestemte enzymsystemer. 
Mere præcist kaldes denne proces for en β-oxidation, som vil være emne for videre 
gennemgang [Bruus 1981 kap 13]. 
 
 
Når kroppens triglyceridniveau er tilstrækkeligt fungerer hormonet leptin, som en 
mæthedsregulator der fjerner spisetrangen. Leptin bliver dannet i fedtvævet og 
koncentrationen i blodet indikerer, hvor meget energi der er lagret som fedt i kroppen. Hvis 
niveauet af leptin falder, vil fornemmelsen af sult optræde og en balance i fedtdepoter og 
fødeindtag vil hermed opretholdes [Nelson 2000 kap. 23]. Leptin viser sig at spille en central 
rolle i linket mellem FAS og appetitregulering [jf. 2. Hypotese, 6.3 Diskussion af hypotesen]. 
 
FAS står for syntesen af fedtsyrer også kaldet en fedtsyreoxidation. FAS foregår i det 
cytoplasmatiske matrix i cellen, cytosolet. Udgangsproduktet i syntesen er enzymet acetyl-
SCoA. Acetyl-SCoA omdannes fra pyruvat i cellens mitokondrier. Pyruvat er slutproduktet i 
nedbrydningsmetoden glykolysen. 
 
At acetyl-SCoA befinder sig i mitokondrierne betyder altså, at enzymet skal 
transporteres til cytosolet førend syntesen kan igangsættes. Denne transport omfatter blandt 
Figur 6: Som det ses ud fra figuren indeholder et triglycerid tre esterbindinger. Denne dannes 
ved en reaktion mellem glycerol og tre organiske syrer [Bruus 1981, s. 160, redigeret af MCHL].   
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andet nogle betingelser, såsom en permeabel indre membran i mitokondriet, således at 
molekylet kan passere.  
I cytoplasmaet bliver acetyl-SCoA omdannet til malonyl-SCoA ved en såkaldt 
carbondioxidfiksering. Denne ATP-afhængige proces, katalyseres af enzymet acetyl-SCoA 
carboxylase hvor biotin er en Co-faktor, som tilfører caboxylgruppen, se figur 7.  
 
 
 
 
 
Figur 9 illustrerer FAS som den foregår i bakterier, fx E. Coli og i nogle planteceller. 
Alle delreaktionerne katalyseres af et multienzymkompleks, fedtsyre synthase. Selvom 
detaljerne i enzymstrukturen afviger fra prokaryote til eukaryote celler, er de fem trin i 
fedtsyresyntesen de samme i alle organismer [Nelson 2000 kap. 21].  
 
Multienzymkomplekset i FAS har syv forskellige domæner, som katalyserer hver deres 
proces. Domænet består af seks enzymer (MT, KR, HD, ER, AT, KS) og et såkaldt ACP-
domæne i midten. ACP står får AcylCarrierProtein. Dette domæne er udrustet med en 
fleksibel pantetheine arm, som er i stand til at nå alle seks enzymers active site, se figur 8. 
Pantheine armens funktion er altså, at transportere den voksende fedtsyrekæde fra det ene 
enzyms active site, til det næste.  
Komplekset øger reaktionshastigheden af fedtsyredannelsen [Nelson 2000 kap. 21, 
Hames et al. 1997 kap. K3]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AT = Acetyl-CoA-ACP Transacetylase 
KS = β-Ketoacyl-ACP Synthase 
MT = Malonyl-CoA-ACP Transferase 
KR = β-Ketoacyl-ACP Reductase 
HD = β-Hydroxyacyl-ACP Dehydratase 
ER = Enoyl-ACP Reductase 
Figur 7: På figuren ses omdannelsen af acetyl-CoA til malonyl-CoA. Biotin tilfører en carboxylgruppe 
og fungerer derfor som en Co-faktor. Processen er energikrævende, derfor bruges der ATP [Moe & 
Munksgaard 1991, side 198]. 
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I det efterfølgende vil FAS gennemgås med henvisning til figur 9 og dets farver. Alle 
domæner har farven blå. Før selve FAS går i gang, overflyttes en acetyl-gruppe (gult), fra 
acetyl-SCoA til cystein-SH-armen på β-ketoacyl-ACP syntasedomænet (KS) i 
multienzymkomplekset. Denne proces er katalyseret af acetyl-CoA-ACP transacetylase (AT) 
(blåt). Herefter overføres malonyl-gruppen (grønt og lyserødt), fra malonyl-SCoA til ACP’s 
phosphopantetheine-arm med SH-gruppe. Denne proces katalyseres af malonyl-CoA-ACP 
transferase (MT). 
 
FAS har fem stadier per runde, hvor der for hvert trin sker følgende:  
Trin 1: Ved første trin sker en kondensation; acetyl-ACP og malonyl-ACP går sammen 
og danner acetoacetyl-ACP ved fraspaltning af ATP og CO2. Denne proces katalyseres af KS-
domænet. Det samlede molekyle sidder nu på ACPs HS-gruppe. Det viser sig, at dette stadie 
gør sig særligt gældende i forbindelse med den senere gennemgang af morin [jf. 3.5 Morins 
hæmning af fedtsyresyntesen].    
Trin 2: Her sker en reduktion af acetoacetyl-ACP, hvormed der bliver dannet D-β-
hydroxybutyryl-ACP. Reaktionen bruger NADPH som reduktant. Det vil sige at der sker en 
reduktion af carbonylgruppen på tredje C-atom (gult), der fører til dannelse af D-β-
hydroxybutyryl-ACP ved hjælp af β-ketoacyl-ACP reduktase (KR). Denne proces sker fordi 
det hydrogenoverførende enzym, NADPH (NADPH + H+) tilfører to H til det tredje C-atom i 
carbonyl-gruppen, ved brydning af en dobbeltbinding. Denne reduktion menes at blive 
påvirket af specifikke inhibitorer [jf. 3.6 Catechin esterificeret med galloyl]   
Trin 3: I dette trin sker en dehydration, altså en vandfrasplatning af D-β-
hydroxybutyryl-ACP til dannelse af crotonyl-ACP. Processen er katalyseret af β-
hydroxyacyl-ACP-dehydratase (HD). Her sker en fraspaltning af H2O fra C-atom to og tre 
under dannelse af en dobbeltbinding.  
Trin 4: I det fjerde trin sker en reduktion af crotonyl-ACP med energi fra et nyt 
NADPH-molekyle til dannelse af butyryl-ACP. Her reduceres dobbeltbindingen på grund af 
NADPHs tilførsel af to H, som bindes til det andet og tredje C-atom (gult og lyserødt). Denne 
Figur 8: Illustration af multienzymkomplekset i FAS med de tilhørende syv domæner; som det ses er 
ACP-domænet cirklen i midten af komplekset omringet af de seks enzymer. Kassen til højre 
indeholder de forskellige forkortelser for enzymerne i FAS [Lehninger 1993, s. 649, tegnet af MCHL]. 
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proces katalyseres af enoyl-ACP reduktase (ER). Slutproduktet efter dette trin er en 
butyrylgruppe bundet til ACP-domænet.  
Trin 5: Translokation: I sidste trin overføres butyryl-gruppen fra ACPs HS-gruppe til 
KSs HS-gruppe. Denne proces er katalyseret af acetyl-CoA-ACP transacetylase (AT). Dette 
domæme menes at blive hæmmet af specifikke polyphenoler [jf. 3.6 Catechin esterificeret 
med galloyl].  
Nu kan processen igen forløbe [Nelson 2000 kap. 21, Hames et al. 1997 kap. K3].  
 21  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 9: I ovenstående figur ses en detaljeret gennemgang af, hvad der sker i de forskellige trin i FAS. 
Den første gule kasser er den igangsættende acetylgruppe. Carbon, som bliver frigivet som CO2 er i 
grønne kasser. Det første og det andet C-atom fra malonyl er i de lyserøde kasser. Den blå del af 
komplekset illustrerer, hvilket et af enzymerne, der vil være aktive i det næste trin i syntesen. I midten 
af komplekset er ACP med dets tilhørende phosphopantetheine-arm  
[Lehninger 1993, s. 647, tegnet af MCHL]. 
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I ovenstående har vi gennemgået en cyklus af FAS, dette er dog ikke slutproduktet, da 
der skal være dannet mindst 16 C-atomer i animalske fedtsyrer. Cyklus løber derfor seks 
runder mere, hvor der per runde tilføres to C-atomer. Det vil sige at FAS i alt gennemløber 
syv runder. Slutproduktet er den 16 C-atomer lange fedtsyre, palmitin, se figur 10.  
 
 
 
 
 
Figur 10: Figuren viser den overordnet synteseproces hvor boksene yderst til højre, illustrerer 
produktet, nemlig palmitat, (CH3CH2)14COOH. Dog skal der tilføjes otte C-atomer mere, førend der 
dannes palmitat. De sorte, runde enheder er multienzymkomplekset (fatty acid synthase). Kæden vokser 
altså efterhånden som det aktiverede malonyl (lyserød og grøn boks, hvilke er grå og grønne til at starte 
med), leverer to C-enheder (lyserøde bokse). Når kæden bliver 16C lang, forlader den syntesen 
[Lehninger 1993, s. 645, redigeret af MCHL]. 
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For at sætte en hæmning af FAS i forbindelse med en eventuel vægtreducerende effekt, 
er det væsentligt at vide, hvordan FAS hænger sammen med andre stofskifteprocesser i 
kroppen. Derfor vil vi i nedenstående kort berøre, hvordan acetyl-CoA hænger sammen med 
citronsyrecyklus og dannelsen af fedtsyrer i kroppen. 
Ud fra beskrivelsen af FAS ses, at energien der skal til før syntesen løber rundt, fås i 
form af NADPH og ATP. Disse to energiformer frigives fra en nedbrydningscyklus for 
nedbrydningsprodukter, fra blandt andet fedtsyrer. Den omtalte cyklus betegnes 
citronsyrecyklus og står hovedsageligt for den aerobe frigørelse af energi til kroppen, ved 
nedbrydning af kulhydrat, fedt og protein, se figur 11.  
 
Ud fra figur 12 ses acetyl-CoAs sammenhæng mellem citronsyrecyklus og syntesen af 
fedtsyrer. Ved et stort indtag af føde vil der dannes mere pyruvat, som vil blive omdannet til 
acetyl-SCoA. Ud fra dette stof vil der blandt andet frigives energi via citronsyrecyklus og 
andet vil blive omdannet til fedtsyrer ved hjælp af fedtsyresyntesen. Det sidste tilfælde 
kræver energi som dannes fra citronsyrecyklus. En større produktion af fedtsyrer fører til et 
større fedtdepot under huden og omkring indvoldene. Ved forbrænding af fedt dannes der 
dobbelt så meget energi, i forhold til ved forbrænding af kulhydrat. Derfor har kosten stor 
betydning for kroppen og dens fedtlag [www.Fedt 2007].  
Figur 11: På figuren ses hvilken rolle acetyl-CoA har i det intermediære stofskriftet. Det ses at den føde, som 
indtages, nedbrydes og omdannes til blandt andet pyruvat og acetyl-CoA. Dette omdannes til energi eller oplagres 
som fedtsyrer under huden.  Det vil sige at fødeindtaget har stor betydning for fedtsyredannelsen   
 [Moe & Munksgaard 1991, s. 152]. 
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Af ovenstående ses det, at Acetyl-CoA spiller en afgørende rolle i metabolisme 
balancen i kroppen. Acetyl-CoA er altså det substrat, der er nødvendig for at FAS kan 
komme i gang. Derfor vil en udkonkurrering af dette substrat, af en inhibitor, være af 
afgørende betydning for en hæmning af FAS. I det følgende afsnit vil de enzymkinetiske 
mekanismer, der ligger til grund for hæmning af enzymer derfor blive gennemgået.   
Figur 12: Acetyl-CoAs placering i det 
intermediære stofskifte. Det ses hvilke 
reaktioner acetyl-CoA deltager i og hvor 
stor betydning denne har for hele balancen i 
stofskiftet  
[Moe & Munksgaard 1991, s. 197]. 
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3.3 Hæmning af enzymer  
Et enzym (E) er et molekyle, der katalyserer omdannelsen af et substrat (S) til et 
produkt (P):  E + S ↔ ES → E + P 
Substratet bindes til enzymets active site og danner et enzymsubstratkompleks (ES), se 
figur 13. Denne binding gør, at den kemiske reaktion og omdannelsen af substratet kan  
 
foregå [Moe & Munksgaard 1991 kap. 3]. I FAS er acetyl og malonyl substrater og 
multikompleksenzymets forskellige domæner er katalysatorer i de specifikke reaktioner.  
Omdannelsesprocessen fra acetyl-CoA til malonyl-CoA kan derfor skrives som: 
E (biotin) + S (Acetyl-CoA) ↔ ES (biotin+Acetyl-CoA) → E (biotin) + P (malonyl-CoA) 
 
Der findes flere forskellige inhibitorer af de katalytiske processer, betegnes H for 
hæmmer på figur 13, som har forskellig virkning og bindingssted på enzymet. Nogle 
hæmninger er reversible, dvs. at de forløber i begge retninger, andre kan kun forløbe i én 
retning og er dermed irreversible. En irreversibel hæmning betyder, at enzymet ikke kan gå 
tilbage til sin aktive form igen. Reversible inhibitore kan hæmme kompetitivt, nonkompetitivt 
eller mixet [Moe & Munksgaard 1991 kap. 3, Nelson et al. 2000 kap. 8]. 
 
I nedenstående vil de forskellige former for inhibitorer blive uddybet, da det har 
relevans for forskningsresultaterne omkring flavonoiden morins hæmmende effekt på FAS 
[jf. 3.5 Morins hæmning af fedtsyresyntesen]. 
En kompetitiv inhibitor konkurrerer med substratet om at få pladsen på det active site. 
Ved binding af inhibitor til enzymet dannes et EH-kompleks i stedet for et ES-kompleks, se 
Figur 13: Illustrerer bindingen af et substrat til dets 
enzym. Enzymet katalyserer omdannelsen af substrat 
til produkt. Katalyseringen kan hæmmes af en 
kompetitiv og en non-kompetitiv inhibitor [Moe & 
Munksgaard 1991, s. 67]. 
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figur 13. Kompleksdannelsen er kvantitativt bestemt. Dette vil sige, at inhibitoren kan 
mindske enzymets reaktionshastighed ved at reducere antallet af enzymer, der er bundet til 
substratet. En øget substratkoncentration kan derfor mindske den kompetitive hæmning. 
Den non-kompetitive inhibitor forhindrer ikke substratet i at binde sig, men bindes til et 
andet sted end det active site. Dette skaber et EH-kompleks. Bindingen kan forårsage 
konformationelle ændringer i det active site, hvori substratet bindes, hvilket sænker enzymets 
turnover number. Med turnover number menes antallet af substratmolekyler, der bliver 
omdannet til produkt af enzymet per tidsenhed. Dette sker når substratet har bundet sig til 
enzymet. Hæmningen af enzymets reaktionshastighed kan dog i dette tilfælde, ikke 
udkonkurreres ved at øge substratkoncentrationen [Berg et al. 2003 kap. 8, Moe & 
Munksgaard 1991 kap. 3, Nelson et al. 2000 kap. 8].  
En mere kompleks hæmning er den mixede inhibitor, der både kan forhindre 
substratbindingen og sænke enzymets turnover number. Den mixede inhibitor binder sig også 
ved siden af det active site på enzymet eller på ES-komplekset [Berg et al. 2003 kap. 8]. 
Ovenstående forklarer de mekanismer, der ligger til grund for hæmning af enzymer. I 
det følgende vil sammenhængen mellem koncentration og FAS-hæmmende strukturer blive 
gennemgået. Afsnittet søger at give en forklaring på, hvorfor bestemte polyphenolstrukturer 
hæmmer bedre end andre.    
 
3.4 Sammenhæng mellem koncentration og struktur 
I nedenstående beskrives, hvilke polyphenoler der hæmmer FAS mest i forhold til deres 
koncentration. Baggrunden for dette er, at kunne diskutere en model for, hvordan den ideelle 
FAS-hæmmende struktur vil være karakteriseret. 
 
I rapporten af Li et al. 2005 er der opstillet et skema over forskellige polyphenolers 
strukturelle opbygning og med hvilken koncentration de skal optræde, for at kunne hæmme 
FAS til en halv reaktionshastighed, se figur 14. Denne koncentration betegnes IC50 (inhibitor 
concentration).  
På figur 14 ses det, hvilken polyphenol der hæmmer FAS bedst ved lavest 
koncentration. Der skelnes mellem den overordnede hæmning af FAS (OA) og 
reduktionsaktiviteten af β-ketoacyl af FAS, se figur 14. Denne reaktion forløber på trin 2 i 
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fedtsyresyntesen [jf. 3.2 Fedtsyresyntesen]. Nedenstående vil hovedsaglig omhandle den 
overordnede reaktion. 
Som det ses øverst på listen, skal morin have en koncentration på 2,3 ± 0,1 for at kunne 
hæmme OA med 50 %.  Resten af de listede polyphenolers koncentration vil ligge højere, se 
figur 14. Man behøver altså kun en lille mængde morin for at hæmme FASs enzymaktivitet 
med 50 %, hvorimod man fx skal have ca. 49 gange så meget baicalein. Rapporten 
konkluderer altså, at morin på nuværende tidspunkt er den polyphenol der hæmmer FASs 
aktivitet bedst, ved lavest koncentration [Li et al. 2005].     
 
3.4.1 Inhibitorer og struktur 
Forklaringen på, at nogle polyphenoler hæmmer FAS bedre end andre, skal findes i 
deres strukturelle opbygning. På figur 15 illustreres de to mest FAS-hæmmende 
polyphenoler, morin og resveratrol, fundet i pågældende undersøgelse [Li et al. 2005]. Morin 
består af en A-, B- og C-ring med tilhørende hydroxylgrupper, hvor resveratrol kun består af 
en A- og B-ring. Begge polyphenolers phenylringe er næsten plane. Afstanden fra A’s 
centrum til B’s er cirka 0,67 nm, se figur 15. Som det ses i figur 14 har isoliquirtigenin, 
NDGA og phloretin en lignende strukturel opbygning. Når disse tre polyphenoler ikke 
hæmmer FAS, i samme grad som morin og resveratrol, skyldes dette antallet af OH-grupper. 
Hvis man kigger på daidzein og baicalein i figur 14, har disse henholdsvis kun én OH-gruppe 
på A- og B-ringen og ingen OH-grupper på B-ringen. Derfor er deres IC50-værdi højere end 
andre aktive polyphenoler og de hæmmer hermed FAS ved højere koncentration end de 
polyphenoler der er listet i toppen af figur 14. Flavone, som ingen OH-grupper har, hæmmer 
derfor mindst eller slet ikke FAS og er hermed listet nederst i figur 16.  
Det konkluderes heraf, at antallet af OH-grupper på phenylringene har indvirkning på 
hæmning af FAS. Endvidere bestemmes det, at C-ringen i polyphenoler ingen betydning har 
for hæmning af FAS. Den optimale model for FAS-hæmmende polyphenoler, så som morin, 
skal altså bestå af to aromatiske ringe (A og B) med OH-grupper, og mindst én af ringene 
skal indeholde to OH-grupper.  
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Polyphenol 
 
Struktur 
OA 
IC50(µM) 
KR 
IC50(µM) 
 
Morin 
 
 
2,3±0,1 
 
26±2 
 
Resveratrol 
 
 
8,5±0,2 
 
120±5 
 
Isoliquirtigenin 
 
 
8,8±0,2 
 
141±6 
NDGA 
 
 
9,3±0,1 
 
427±13 
 
Apigenin 
 
 
 
17,6±0,3 
 
>200 
 
Phloretin 
 
 
26,1±0,9 
 
172±7 
 
Genistein 
 
 
28,7±1,1 
 
136±10 
 
Daidzein 
 
 
73,2±3,4 
 
214±7 
 
 
Baicalein 
 
 
 
111,7±2,3 
 
 
>1000 
 
 
Flavon 
 
 
>1000 
 
>1000 
Figur 14: På ovenstående skema ses forskellige polyphenoler, deres struktur og med hvilken 
koncentration de optræder for at kunne hæmme FASs overordnet reaktion og reduktionen af β-
ketoacyl med 50 % [Li et al. 2005, redigeret af TKH]. 
 29  
 
 
I en anden undersøgelse viser det sig, at en lille gruppe af flavonoider kan optræde som 
FAS-hæmmere. Ud af forsøg med 15 flavonoider viste ni, at have en FAS-hæmmende effekt. 
Flavonoiden morin havde også her, ved lavest koncentration, en hæmmende virkning på 
FAS. På figur 16 ses, at den næstbedste FAS-hæmmer i dette studie var luteolin efterfulgt af 
quercetin [Li & Tian 2004]. 
Figur 15: Strukturmodel for polyphenolers hæmning af FAS ud fra morin og resveratrol, sandsynligvis 
gældende for alle FAS-hæmmende polyphenoler. Her ses A-, B- og C-ringenes placering, med tilhørende 
hydroxyl grupper. Modellerne består af to næsten plane phenylringe [Li et al. 2005]. 
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Flavonoid Undergruppe IC50 (µM) 
Morin Flavonol 2.33±0.09 
Luteolin Flavon 2.52±0.10 
Quercetin Flavonol 4.29±0.34 
Kaempferol Flavonol 10.38±0.67 
Fisetin Flavonol 18.78±0.49 
Myricetin Flavonol 27.18±0.24 
Baicalein Flavon 111.69±2.29 
Galangin Flavonol >100 
Flavone Flavon Ikke hæmmende (IC50 >1 
mM) 
Flavonol Flavonol Ikke hæmmende (IC50 >1 
mM) 
Rutin Flavonol Ikke hæmmende (IC50 >1 
mM) 
(±)-Taxifolin Flavanon 41.16±0.59 
Hesperetin Flavanon 68.86±4.49 
(±)-Epicatechin Flavonol Ikke hæmmende (IC50 >1 
mM) 
(-)-Epigallocachin Flavonol Ikke hæmmende (IC50 >1 
mM) 
 
 
Sammenligner man figur 14 med figur 16 ses det, som nævnt, at morin ligger højest i 
begge skemaer, kunne man formode at denne er den bedste inhibitor. Den, ifølge rapporterne, 
næstbedste inhibitor er luteolin og hernæst en anden flavonoid. Overordnet viser de to 
skemaer at polyphenol-undergruppen, flavonoider, hæmmer FAS bedre end andre 
polyphenoler.        
3.5 Morins hæmning af fedtsyresyntesen 
Som nævnt i ovenstående, er morin det stof, som har vist en af de højeste aktiviteter i 
hæmning af FAS. Det er derfor også det stof, der er blevet brugt til at teste hvordan FAS 
hæmmes. Det vil sige hvilke enzymkinetiske mekanismer, der ligger til grund for morins 
hæmning af FAS [Li et al. 2005].   
Forsøget viste at 2.33 µM morin hæmmede 50 % af FASs relative aktivitet, se figur 17.  
Figur 16: I skemaet er listet flavonoider, i forhold til deres hæmmende effekt på FAS. IC50 (µM) 
beskriver hvor stor en koncentration af det pågældende stof der skal til, for at hæmmer FAS med 50 
% [Li & Tian 2004, redigeret af TKH]. 
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På baggrund af disse observationer blev morin brugt, som et repræsentativt eksempel på 
en FAS-hæmmer. Der blev endvidere undersøgt, hvilke enzymhæmmende mekanismer der lå 
bag.  
For at finde ud af, hvilken rolle morin spiller ved enzymernes active sites, blev 
morinkoncentrationen holdt konstant. Effekten blev bestemt af, at man øgede en 
substratkoncentration. De resterende substratkoncentrationer blev fikseret. Effekten kunne 
måles ved at se på FASs reaktions rate, dvs. hvor hurtigt processen foregik.  
Resultaterne blev, at morin hæmmer kompetitivt med acetyl-CoA, mens malonyl-CoA 
hæmmes nonkompetitivt og NADPH hæmmes mixet. Morins hæmning af FAS er reversibel 
og kan derfor forløbe i begge retninger [Li & Tian 2004].  
Som tidligere beskrevet, katalyseres FAS af et stort multienzymkompleks [jf. 3.2 
Fedtsyresyntesen]. Hvis ét af enzymdomænerne hæmmes, vil den overordnede FAS-cyklus 
ikke kunne fortsætte. 
At morin hæmmer acetyl-CoA kompetitivt betyder, at morin kan binde sig til det 
samme bindingssted som acetyl-CoA på enzymkomplekset. Det fører til, at morin 
konkurrerer mod acetyl-CoA om det samme enzyms active site.   
For at FAS-cyklus kan igangsættes skal substratet, acetyl-CoA, binde sig til enzymet. 
Det vil sige, at acetyl fra acetyl-CoA bindes til den aktive cystein-SH på β-ketoacyl syntasen, 
der er det enzymdomæne, som betegnes KS på figur 8 og 9.  Her omdannes acetyl-CoA til 
malonyl-CoA og malonylgruppen bindes til phosphopantetheine-SH på ACP-domænet, se 
figur 8 og 9. NADPH er elektrondonoren, der gør at de kemiske processer kan forløbe.  
Figur 17: Viser resultaterne fra forsøget, 
hvor FAS-reaktionen blev undersøgt i 
tilstedeværelse af forskellige 
koncentrationer af morin. Kurven viser 
middelværdierne fra tre eksperimenter. 
FASs relative aktivtet i procent ses på y-
aksen og morins koncentration i µM er 
afbilledet på x-aksen [Li et al. 2005]. 
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Når morin bindes reversibelt til KS-domænet, forhindrer det acetyl fra acetyl-CoA i at 
blive bundet til den aktive cystein-SH på β-ketoacyl syntasen (KS) og resulterer derfor i en 
hæmning af selve initieringen af FAS. Det skal dog påpeges, at ved at øge 
substratkoncentrationen af acetyl-CoA, vil morin kunne blive udkonkurreret fra det active 
site igen. Hæmningen af substratet acetyl-CoA afhænger altså af inhibitorkoncentrationen af 
morin. Den nonkompetitive hæmning af malonyl-CoA, forhindrer ikke malonyl i at binde sig 
til ACP og forhindrer dermed ikke FAS i at fortsætte. Den mixede hæmning af NADPH, 
beskrives ikke detaljeret [Li & Tian 2004].  
De kinetiske undersøgelser af morin konkluderer, at den afgørende faktor i morins 
hæmning af FAS er, at morin hæmmer selve initieringen af FAS ved at udkonkurrere acetyl, 
som substrat på KS-domænet. Morins hæmning af FAS er altså en reversibel, kompetitiv 
inhibitor-mekanisme. Hæmningen af FAS afhænger altså af koncentrationen af morin [Li & 
Tian 2004].  
 
3.6 Catechin esterificeret med galloyl  
Efter at have gennemgået morin som eksempel på en flavons indvirkning på FAS, vil vi 
i nedenstående afsnit beskrive catechiners indvirkning på samme, da disse også udviser 
aktivitet i forbindelse med FAS. Catechiner er en anden undergruppe af flavonoiderne [jf. 3.1 
Polyphenoler]. 
Der findes andre polyphenoler med OH-grupper i A- og B-ringene, og mindst to i den 
ene, som næsten ikke hæmmer FAS. Et eksempel herpå er (-)-catechin som med tre OH-
grupper har en drejet binding mellem A- og B-ringene, se figur 18, grundet manglende 
dobbeltbinding og carbonyl oxygen i C-ringen. Denne drejede struktur medfører, at 
phenylringene ikke ligger i samme plan og gør det derfor svært at hæmme FAS [Li et al. 
2005].  
Eksperimentelle forsøg har imidlertid vist, at en esterificering af catechiner kan føre til 
hæmning af FAS [Li et al. 2005]. Dette vil blive beskrevet i nedenstående afsnit, da dette er 
essentielt i forhold til projektets formål, der søger at finde den bedste FAS-hæmmende 
model. 
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Hvis (-)-catechinens tredje hydroxylgruppe esterificeres, hvilket vil sige at der dannes 
en ester ud fra gallussyre og hydroxylgrupper, får man (-)-catechin gallate (CG), se figur 20, 
som viser sig at hæmme FAS drastisk i forhold til (-)-catechin. Ifølge Li et al. 2005 skal der 
kun bruges 3,4 µM CG for at blokere 50 % af FASs overordnede aktivitet. Dette svarer 
mængdemæssigt cirka til morins koncentration. CG viser sig kun svagt at hæmme β-ketoacyl 
reduktase domænet (KR) og hæmmer kompetitivt mod acetyl-CoA, nonkompetitivt mod 
malonyl-CoA og mixet mod NADPH [Li et al. 2005]. Da CG ikke hæmmer KS-domænet 
som morin menes at gøre og da KR kun hæmmes i mindre grad, foreslås at AT-domænet på 
FAS er bindingsstedet for CG [Tian 2006].  
Laboratorieforsøg viser altså, at CG irreversibelt inaktiverer AT-domænet på FAS. 
Rapporten mener at kunne fastslå, at CG inaktiverer β-ketoacyl reduktionen, men ikke selve 
KR-domænet [Tian 2006]. 
Li et al. 2005 blandede FAS og CG for at måle β-ketoacyl reduktionens aktivitet i et 
givet tidsinterval. Resultaterne fra forsøgene vil fremgå af nedenstående. 
 
Figur 18: Konformation af (-)-catechin. Eksempel på polyphenol med OH-grupper i både A- og B-
ringen, og mindst 2 OH-grupper i den ene. Forskellen på andre FAS-hæmmende polyphenoler og 
denne er, at vinklen er ca. 70 grader mellem phenylringene, A og B [Li et al. 2005]. 
Figur 19: β-ketoacyl reduktionens aktivitet i en blanding med 0,9 µM FAS og 1 mM CG med, 
betegnes ruder, eller uden, betegnes cirkler, 120 µM NADPH. Som det ses er reduktionen faldende  
[Li et al. 2005]. 
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Figur 19 viser to processer; CGs påvirkning på FAS over et tidsinterval uden at 
NADPH er til stede (illustreres med cirkler på figur 19), og herefter samme proces, men hvor 
NADPH er tilstede i blandingen (illustreres med ruder på figur 19). Det ses at β-ketoacyl 
reduktionens aktivitet falder til tiden, målt i minutter. I processen med NADPH skyldes dette 
højst sandsynligt en ”fast-binding”, reversibel hæmning, hvor det i processen uden NADPH, 
kan skyldes ”slow-binding” hæmning [Li et al. 2005]. Sidstnævnte kunne tænkes at være 
irreversibel, da denne ud over at skyldes ”slow-binding”, også viser sig at hæmme FAS mest 
aktivt. 
Det ses, at hvis der ikke tilsættes NADPH i blandingen hæmmer CG FAS, som efter 
cirka 22 minutter er faldet til en aktivitet på omkring 35 %. Blandingen hvor både CG og 
NADPH er til stede, viser efter 22 minutter en aktivitet på omkring 60 %. Det ses altså at CG 
hæmmer bedst når NADPH ikke er til stede [Li et al. 2005].  
  
Da hverken (-)-catechin eller gallussyre hæmmer FAS må forklaringen findes i, at den 
dannede galloyl-gruppe, samt A- eller B-ringen i CG, tilsammen danner et strukturelt 
mønster i molekylet, som står for molekylets biologiske aktivitet. På figur 20 ses CG delt op i 
to, b og c. b og c viser den mulige struktur af CG for at FAS hæmmes [Li et al. 2005]. Det 
formodes at A-, C- og G-ringene er essentielle for CGs hæmning af KR-domænet, hvor B-, 
C- og G-ringene menes at stå for hæmningen af AT-domænet, hvor acyetyl-CoAs 
bindingsside er [Tian 2006].    
Bindingen mellem gallonylenheden (G) og B-ringen er fleksibel, hvilket vil gøre det 
lettere for CG at konvertere til den aktive form. Den del af molekylet der indeholder galloyl-
gruppen og B-ringen, se c på figur 20, har derfor muligvis ansvar for hovedparten af den 
ideelle aktive struktur [Li et al. 2005]. 
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Grunden til at CG hæmmer FAS ved næsten lige så lav koncentration som morin, 
skyldes som sagt esterbindingen. Først bindes galloyl (G) til catechinen (C), under 
fraspaltning af vandmolekyle, og giver catechin gallate (CG). Denne galloylenhed går fra 
catechinen og bindes direkte til FAS. Der er herved sket en omesterificering og FAS hæmmes 
[Li et al. 2005].  
I teorien kan alle polyphenoler, esterificeret med gallussyre, videregive deres galloyl-
gruppe til FAS. At det så viser sig, at CG inaktiverer FAS rigtig godt, skyldes catechinens i 
forvejen gode struktur til hæmning, men catechin er stadig bare en leverendør af esterbinding 
til FAS. 
3.7 Den ideelle struktur  
FAS katalyseres som sagt af seks aktive enzymer. Hæmmes et af disse enzymer, vil 
FASs overordnet reaktion ikke forløbe. I nedenstående afsnit vil der gives en kort 
sammenfatning af den ideelle FAS-hæmmende struktur, for herved at kunne diskutere en 
strukturmodel ud fra konklusionerne i afsnittene 3.4 ”Sammenhæng mellem koncentration og 
struktur” og 3.6 ”Catechin esterificeret med galloyl”.   
 
Figur 20: a viser CGs struktur. b og c er mulige aktive strukturer af CG der hæmmer FAS. Det menes 
at B-, C og G-ringene står for hæmningen af AT-domænet, mens A-, C- og G-ringene skulle stå for 
hæmning af KR-domænet [Li et al. 2005, redigeret af MDC]. 
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Forskellen i polyphenolers molekylestruktur afgør forskelligheden i deres evne til at 
hæmme FAS. Det konkluderes, at den optimale FAS-hæmmende struktur skal indeholde to 
aromatiske ringe med tilhørende hydroxylgrupper. De bedste FAS-hæmmende strukturer har 
på nuværende tidspunkt to hydroxylgrupper i B-ringen og 5,7-hydroxylgrupper i A-ringen. 
En sådan struktur ses blandt andet hos morin, quercetin og luteolin [Li & Tian 2004, Tian 
2006].   
Afstanden mellem A- og B-ringen skal være cirka 0,67 nm og begge ringe skal ligge i 
samme plan. Man fandt morin til at hæmme kompetitivt mod acetyl-CoA, nonkompetitivt 
mod malonyl-CoA og mixet mod NADPH. Dette indikerer, at morin bindes kompetitivt til 
acetylgruppernes bindingsside på FAS, altså KS-domænet, men at morin ikke har indflydelse 
på malonylgruppernes bindingssted [Li & Tian 2004].  
Rapporter konkluderer at galloyldelen i catechiner er en uundværlig del af den aktive 
struktur i CG. Hvis polyphenoler indeholder en esterbinding, vil de kunne hæmme β-ketoacyl 
reduktions aktivitet på FAS irreversibelt. Catechiner der ikke indeholder en esterbinding, 
hæmmer FAS reversibelt [Tian 2006].  
De FAS-inhibitore der virker både reversibelt og irreversibelt ses at føre til størst 
vægttab i dyreforsøg. Eksempler på disse aktive komponenter kan findes i planterne parasitic 
loranthus og tuber fleeceflower [Tian 2006, Tian et al. 2004]. 
 
Det vil på baggrund af ovenstående, være interessant at diskutere, om en esterificering 
af fx morin vil føre til en større hæmning af FAS. Dette kan ske i kraft af, at morin med en 
galloylgruppe kan hæmme irreversibelt. Når en galloylgruppe overføres til FAS 
(omesterificering) bliver morin igen reversibel, og får herved en dobbelvirkning. Dette vil vi 
kort berøre i diskussionen [jf. 6.2 Model].  
At forbindelser hæmmer irreversibelt, betyder ikke nødvendigvis at de vil være bedre i 
forbindelse med hæmningen af FAS. Det afhænger af, hvor meget stof der er tilgængeligt i 
kroppen. Dette vil blive diskuteret senere [jf. 6.2 Model]. 
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4. Eksperiment  
Formålet med eksperimentet er, at identificere molekylestrukturer af polyphenoler, 
oprenset fra en rabarberrod, ved hjælp af forskellige analysemetoder.  
Først præsenteres en materialeliste og dernæst begrundes materialevalget. Dette 
efterfølges af et teoretisk afsnit, som gennemgår teknikker i metoden. Til sidst beskrives 
fremgangsmetoden og udgangspunktet for samme. Indholdet i dette afsnit vil være kortfattet 
og forefindes i en udførlig form i appendix 1 [jf. 10. Appendix 1]. Analyse af resultater og 
fejlkilder vil være at finde i et senere afsnit [jf. 5. Resultater, analyse og fejlkilder].   
 
4.1 Materialer  
Der blev anvendt følgende materialer: Rabarberrod, skræller, kniv, målebæger, 
kolber/florentinerkolber, filtreringspapir, pulvertragt/tragt, varmeskab, vægt med fire 
decimaler, morter, stinkskab, ultralyd, sugetragt, søjlekromatografi, magnetomrører, 
rotationsfordamper, kromatografikar, tyndtlagsplader 60 F 254, kapillærrør, NMR-rør, 
silicagel, ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoal 95 %, morin, ethylacetat, phloretin, methanol. 
 
4.1.1 Materialevalg 
Den anvendte rabarberrod har navnet Rheum Rhabarbarum, ”Timberley Early”. Sorten 
er en meget tidlig, yderig sort, opdrættet vækst med lange skud. Sorten har et middel oxalsyre 
indhold. Rod ca. 15 cm lang og forgrenet, gullig og med et lille topskud i rød/pink farve. 
Begrundelsen for valget af roden og ikke stænglerne eller bladene, skal søges i de 
allerede foretagne studier, omhandlende aktive komponenter i rabarberrod og 
separeringsmetoder [Komatsu et al. 2006, Lin et al. 2006, Zhang & Liu 2004].   
4.2 Analyseteknikker   
I understående afsnit vil vi gennemgå teknikkerne tyndtlagskromatografi, søljekromatografi 
og LC-masse spektrometri. De to første er brugt til at isolere stoffer fra rabarberroden, hvor 
masse spektrometri er brugt til at identificere dem. 
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4.2.1 Tyndtlags- og søjlekromatografi 
Tyndtlagskromatografi (TLC) bruges til at adskille små mængder af stof, på baggrund 
af deres polaritet. Det er herefter muligt at identificere, hvilke stoffer den pågældende 
opløsning har, ved hjælp af referenceprøver. Til adskillelse af stofferne bruges en 
aluminiumsplade med få millimeter silicagel. På pladen sættes de prøver man ønsker 
analyseret, ved hjælp af kapillærrør.  
Til TLC anvendes et kromatografikar. I karet hældes en opløsning af methanol og 
ethylacetat, da de to væsker har forskellig polaritet. Karet fores med filtreringspapir for at 
opnå mætning, for dermed at mindske fordampningen af alkoholen. TLC-pladen placeres i 
karet, uden at have kontakt til andet end bunden. Ved TLC ønsker man at stofferne i prøven 
fordeler sig, hvilket opnås på grund af stoffernes forskellige polaritet [www.HPLC – 
kromatografiske principper 2007]. Et stof med høj polaritet vil være lang tid om at vandre op 
gennem pladen, mens det omvendte vil være tilfældet ved et stof med lav polaritet.  
Når opløsningen har vandret til TLC-pladens top, belyses pladen med fluorescerende 
lys, for at bestemme hvor langt stofferne er vandret. Herefter markeres stoffernes placering 
og pladerne analyseres.  
 
I søljekromatografi adskilles stofferne også efter deres polaritet. Her lades en prøve 
løbe igennem en sølje med en gel og delfraktioner opsamles. Hver opsamlet fraktion 
indeholder stoffer af samme polaritet. Derefter kan den omtalte teknik TLC laves, for at se 
om fraktionerne indeholder flere forskellige molekyler. Hvis fraktionens forbindelser ønskes 
yderligere opdelt, kan der igen laves søjlekromatografi. Dette kan gentages indtil man har 
fået oprenset rene stoffer fra prøven [www.University of Colorado at Boulder 2007]. 
4.2.2 LC-Massespektrometri 
Massespektrometri (MS) bruges til at bestemme molekylers molmasse. Et 
massespektrometer består af tre "faser"; et ioniseringskammer, en masseanalysator og en 
iondetektor. Det stof der ønskes undersøgt kan være en gas, en væske eller et fast stof.  
I dette projekt anvendes teknikken kaldet væskekromatografi massespektrometri 
(LCMS). Det vil sige, at før molmassen bestemmes i massespektrometret, adskilles stofferne 
på væskeform efter deres polaritet i en LC-kolonne. Prøven elueres gennem LC-kolonnen til 
massespektrometret via en speciel interface. 
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I ioniseringskammeret udsættes molekylerne for et bombardement af elektroner. Når et 
molekyle og en elektron støder sammen, rives en elektron af molekylet og der dannes en 
molekylarion med én positiv ladning. Denne ion er som regel ikke særlig stabil og går hurtigt 
i stykker, hvorefter der dannes en række fragmentioner [www.Masse Spektrometri 2007]. 
Oftest er det muligt at genkende disse fragmentioner og ud fra dette, vil det være muligt at 
undersøge molekylets sammensætning. Herefter ledes ionerne over i masseanalysatoren.  
Masseanalysatoren adskiller ionerne efter forholdet mellem masse og elektroner. 
Ionerne afbøjes i et magnetfelt og den bane ionerne nu følger, afhænger både af magnetfeltets 
kraft og af ionernes masse, således at de letteste ioner afbøjes mest [Karlsen 2002].  
Ionerne ledes nu videre til iondetektoren. Ved at variere magnetfeltets styrke, kan man 
bestemme hvilke ioner der rammer detektoren og derigennem bestemme hvilke kemiske 
forbindelser, den pågældende prøve indeholder [Karlsen 2002].  
 
4.3 Eksperimentel fremgangsmåde 
Rabarberroden blev afrenset for jord, tørret i varmeskab og pulveriseret. Efterfølgende 
blev pulveret ekstraheret med methanol og blandingen blev udsat for ultralyd. Derefter blev 
blandingen filtreret.  
Der blev lavet søjlekromotografi på halvdelen af pulveret med forskellige 
koncentrationer methanol og ethylacetat. Disse fraktioner blev samlet i forskellige 
målebægere med 50 mL i hvert.  
Efter dette blev der lavet TLC af fraktionerne. Hertil brugte vi referencestofferne morin, 
phloretin og ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoal. De fraktioner der havde vandret lige langt 
på TLC-pladerne blev blandet sammen og hældt på florentinerkolber. Fraktionerne blev 
rotationsfordampet. Udvalgte prøver blev sendt til analyse, henholdsvis LCMS og HNMR. 
4.3.1 Udgangspunktet for forsøgsopstilling  
Som det fremgår, har projektet anvendt undersøgelser som udgangspunkt for 
forsøgsopstillingen. Med rapporterne som skabelon er der, i samarbejde med vejleder, lavet 
en opstilling med formålet, at undersøge hvilke kemiske forbindelser der er i rabarberroden.  
Primært er der indhentet inspiration fra forsøg udarbejdet af Komatsu et al. 2006. I 
denne rapport blev der anvendt ét kilogram rabarberpulver og dette blev blandede med otte 
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liter acetone-vand. Herefter blev 100 gram brugt til søjlekromatografi med en metanol-vand 
blanding. Methanolkoncentrationen blev øget med 10 % for hvert gennemløb af søjlen. Den 
sidste koncentration af methanol var på 100 %. Herefter blev brugt 60 % acetone. I alt blev 
der isoleret 30 fraktioner og disse blev analyseret vha. NMR og MS for herved at bestemme 
indholdet. Fraktionerne blev endvidere analyseret ved hjælp at tyndtlagskromatografi, hvor 
methanolprocenten også her startede på 10 og blev øget for hver gang, for til sidst at ende på 
100 %. Resultaterne fra forsøget var vellykket og blev brugt til at identificere rabarbersorter. 
Som sekundærlitteratur blev anvendt Ye et al. 2006.  
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5. Analyse, resultater og fejlkilder 
På baggrund af analyse af tyndtlagskromatografi-pladerne [jf. 11. Appendix 2] blev 
fraktion 11 og 12 blandet. Det samme blev fraktion 36 til 42. I disse blev de kemiske 
forbindelser identificeret ved hjælp af LCMS. Disse to blev udvalgt på baggrund af mængden 
af stof og i håbet om, at de ville indeholde forskellige forbindelser.  
Fraktion 1-4, 5+6, 7+8, 11+12 og 18+19 blev endvidere sendt til HNMR, men disse 
resultater vil ikke blive analyseret i dette projekt. Denne analysemetode kunne have været 
medvirkende til en mere specifik analyse af hvilke kemiske forbindelser fraktionerne 
indeholdte. 
5.1 Analyse af massespektrene  
5.1.1 Fraktion 11+12 
På figur 21 ses der fire høje og et antal mindre toppe. Ud af x-aksen ses retentionstiden 
(min.), og af y-aksen den relative mængde (abundance, A). 
   
 
Først undersøges spektrets første top med en RT-værdi mellem 1,92-2,05, hvor RT 
beskriver den udskillelses tid, der ligger før og efter toppen. Molmassen ses her at være 
fundet til 227,1 u. Denne værdi skal adderes med én proton, da man for at lave LCMS, er det 
Figur 21: Massespektret 
for fraktion 11+12. De 
fire højeste toppe har 
værdierne 1.98, 3.32, 4.81 
og 6.91. 
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nødvendigt at fjerne netop én proton for at få en ladning på molekylet [jf. 4.2.2 LC-
Massespektrometri]. Det vil sige at molmassen på vores første LCMS-top er 228,1 u. Denne 
masse sammenlignes med andre lignende molmasser, for herved at få en idé om, hvilken 
kemisk forbindelse vi har fundet i vores rabarberrod.  
Ud fra andre rapporter omhandlende kemiske strukturer i rabarberrødder vides det, at der 
er fundet resveratrolforbindelser, se figur 22. Da resveratrol har molmassen 228,24 u tyder 
det på, at vi højst sandsynlig også har fundet resveratrol eller en lignende struktur i vores 
rabarberrod.  
 
 
For at undersøge om resveratrol optræder i vores rod, ses også på bølgelængden af det 
fundne stof, se figur 23. Som det ses beskriver x-aksen bølgelængden (nm) og y-aksen igen 
den relative mængde. Der ses to toppe, den mindste med en bølgelængde på 241 nm og den 
største på 314 nm. 
 
Figur 22: Kemiske cis- eller trans-strukturer af resveratrol og resveratrolglykosid [www.Linus 
Pauling Institute 2007]. 
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Sammenlignes disse bølgelængder med resveratrols, fundet ud fra en rapport [Yu et al. 
2002], ses at disse UV-spektre er meget lig hinanden, se figur 23 og 24. Vores spektrum har 
dog sin første top ved 241 nm, hvor rapporten har sin ved cirka 220 nm. Men de største toppe 
har begge en værdi liggende omkring 310 nm. Vi kan altså, ud fra molmasse og UV-
spektrum, konkludere at LCMS første top kan være en resveratrollignende struktur.        
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 24: Resveratrols UV- 
spektrum [Yu er al. 2002]. 
 
 
 
Figur 23: Fraktion 11+12, 
første top.   
Venstre: Viser en 
molmasse på 227.1 u ved 
en RT: 1.92-2.05 
Højre: UV-spektret for 
første top. Bølgetoppene 
har værdierne 241nm, 
309 nm 314 nm. 
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Ud fra LCMS anden og højeste top ses, at denne har en molmasse på 227,1, figur 25. 
Adderes dette med en proton, tyder det på at vi igen har en resveratrollignende struktur. Også 
UV-spektrumet ses at være næsten ens for de to toppe.  
 
Den tredje top er ikke blevet analyseret, så vi går derfor til top fire, figur 26. Denne ses at 
have en molmasse på 227,1. Til gengæld ses UV-spektra at være meget forskelligt fra de to 
foregående, i og med at den har en top på 254 nm, og herefter kun falder lidt og derefter 
stiger igen. 
 
Figur 25: 
Fraktion 11+12, 
anden top.   
Venstre: Viser en 
molmasse på 
227.1 ved en RT: 
3.16-3.41 
Højre: UV-
spektret for 
anden top. 
Bølgetoppene har 
værdierne 
242nm, 312nm og 
319 nm. 
Figur 26: Fraktion 
11+12, fjerde top.   
Venstre: Viser en 
molmasse på 226.1 
ved en RT: 6.79-7.02 
Højre: UV-spektret 
for fjerde top. Det 
højeste punkt ses 
ved 254nm, og falder 
så indtil ca. 307nm, 
hvor den stiger igen. 
Den er faldende fra 
316 nm.  
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5.1.2 Fraktion 36-42 
På figur 27 ses massespektret for fraktion 36-42. Her er igen fire tydelige toppe, samt et 
antal mindre.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
På figur 28 ses ligeledes en top med molmassen 227,1 u ved RT 4.08-4.23. Hertil adderes 
én proton og vi får hermed igen et stof med molmassen 228,1 u., hvilket af ovenstående 
kunne konkluderes til at være resveratrol eller en lignende struktur med samme molmasse. 
 
Figur 27: Massespektret for 
fraktion 36-42. De fire højeste 
toppe har værdierne 4.19, 6.66, 
6.90 og 10.03. 
Figur 28: Fraktion 
36-42, første top.   
Venstre: Viser en 
molmasse på 227.1 
u ved en RT: 4.08-
4.23 
Højre: UV-
spektret for første 
top top. Det første 
punkt ses ved 
237nm hvorefter 
den falder og 
stiger derefter til 
265nm. 
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Figur 29: Fraktion 
36-42, anden top. 
Venstre: Viser en 
molmasse på 226.2 
ved en RT: 6.54-
6.77 
Højre: UV-spektret 
for første top top. 
Det første punkt 
ses ved 237nm 
hvorefter den 
falder og stiger 
derefter til 265nm 
Næste top ved RT 6.54-6.77 viser en masse på 226,2, figur 29, hvor en addering af en 
proton giver en molmasse på 227,2 u. UV-spektret, se figur 29 viser et signal omkring 264 
nm, hvilket er indenfor samme bølgelængde som ved fraktionens første top. Her har vi altså 
igen en resveratrollignende struktur, men som afviger fra fraktion 11+12s struktur ved at 
udvise UV-signal med en kortere bølgelængde.  
 
 
 
Grunden til at den samme molmasse, altså sandsynligvis lignende strukturer, både ses i 
fraktion 11+12 og 36-42 kan skyldes, at resveratrol oftest er bundet til ét eller flere 
glykosider. Jo flere glykosider, jo større er molekylet og des senere vil forbindelsen elueres 
fra søjlen.  
Den sidste top ved RT 9,99-10,14 viser en masse på 269,1 u. Adderes en proton giver det 
en molmasse på 270,1 u. Her har vi altså en polyphenol med en anden struktur. Ved at 
sammenligne med morins molmasse på 302,24 ses det, at det pågældende stof har en 
molmasse på 32 u mindre end morin. Da oxygen har en molmasse på 16 u, kan vi altså slutte 
at det pågældende stof kan have en morin lignende struktur, der indeholder to oxygen 
molekyler færre end morin. 
UV-spektret fra dette stof viser dog kun et meget svagt signal ved 261,0 nm, se figur 30. 
Dette gør det svært at konkludere noget ud fra, andet end at det ligger i samme bølgelængde 
område, som de andre resveratrollignende stoffer.  
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5.2 Fejlkilder 
Vores forsøgsopstilling ligner meget den ovennævnte. Dog brugte vi methanol som 
opløsningsmiddel i stedet for acetone, da de to, i deres virke og polaritet, minder meget om 
hinanden.  
På grund af det tidsmæssige perspektiv var vi nødt til, at tørre rabarberroden i 
varmeskab ved en temperatur på op til 60°C. I lignende forsøg er roden derimod tørret ved 
stuetemperatur. Det er derfor vigtigt at påpege, at nogen kemiske forbindelser kan være gået i 
stykker under opvarmningen og dermed være gået tabt. Det samme kan være sket ved 
rotationsfordampningen, selvom temperaturen her maximalt var 50°C. 
Præparationen af silicagelen til søjlekromatografien kan også have påvirket 
forsøgsresultaterne, idet at det var svært, at lave en hel homogen masse af silicagelkorn, 
methanol og rabarberpulver. Der kunne med fordel også være valgt en bredere søjle eller en 
mindre mængde stof, for at sikre, at de forskellige fraktioner blev elueret efter deres polaritet 
samtidigt.  
Fraktionerne der blev opsamlet fra søjlen, blev efterfølgende rotationsfordampet. For at 
kunne finde vægten af oprenset stof blev kolben vejet med og uden fraktion. Ved enkelte 
fraktioner blev dette dog ikke foretaget, hvilket derfor har påvirket den samlede vægt af stof. 
Overførsel af stof fra kolbe til kolbe kan også have påvirket den samlede mængde, idet der 
kan være gået en mængde stof tabt.     
En anden fejlkilde kan være, at fraktionerne fra søjlen efter rotationsfordampning, var 
meget tungtopløselige og derfor svære at få opløst i methanolen. De prøver, der blev sendt til 
Figur 30: Fraktion 
36-42, fjerde top. 
Venstre: Viser en 
molmasse på 269,1 
ved en RT: 9,99-
10,14 
Højre: UV-
spektret for fjerde 
top. Signalet er 
meget svagt og der 
ses kun et lille 
udsving ved 
261nm. 
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HNMR og LCMS var derfor ikke opløst optimalt. Tungtopløsligheden af vores stof kan 
derfor have haft sin indvirkning på de endelige forsøgsresultater fra disse analysemetoder.  
Et andet og bedre opløsningsmiddel kunne være ethanol, DMSO (dimethylsulfoxid) eller 
dimethylformamid, da en række FAS-hæmmende polyphenoler, såsom resveratrol og 
quercetin, vides at være letopløselige i disse opløsningsmidler [www.Cayman Chemical 1 & 
2 2007].  
Som opsummering af de primære fejlkilder er det tørringstemperaturen, præparation af 
søjle og valg af opløsningsmiddel, der kan have haft den største indvirkning på de endelige 
forsøgsresultater fra de nævnte analysemetoder. 
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6. Diskussion 
 
Som tidligere nævnt, er der to formål med projektet. Eksperimentelt ønskes at oprense 
polyphenoler fra en rabarberrod, mens den litterære del søgte at finde den ideelle FAS-
hæmmende struktur og sammenligne denne med de forbindelser, der blev oprenset fra 
rabarberroden.  
Først vil en diskussion af resultaterne fra forsøget være at finde. Derefter vil det blive 
diskuteret, hvorvidt det er muligt at opstille en model for den ideelle FAS-hæmmende 
struktur og i givet fald, hvorledes denne ville se ud.  
Hypotesen vil efterfølgende blive diskuteret. Dvs. om en hæmning af FAS vil kunne 
føre til et vægttab. Sluttelig vil vi berøre om det er biologisk forsvarligt at hæmme 
fedtsyresyntesen, med vægttab som formål.   
 
6.1 Diskussion af resultater 
6.1.1 Fraktion 11+12 
Ud fra resultaterne formodes det, at der er oprenset nogle polyphenolstrukturer, der kan 
sammenlignes med polyphenolen resveratrol, se figur 24. Resultaterne viste, at de fundne 
polyphenolstrukturer havde samme molmasse og UV-absorbans som resveratrol [Yu 2002]. 
Der findes andre kemiske forbindelser, med samme molmasse som resveratrol. Derfor er UV-
absorbansen af afgørende betydning for, at kunne sammenligne de fundne strukturer. 
Tidligere forsøg viser, at der findes forskellige former for resveratrol i rabarber, hvilket 
yderligere underbygger denne sammenligning [Komatsu et al. 2006].  
Resveratrol er, som før nævnt, en polyphenol bestående af to aromatiske ringe, A og B. Den 
har bundet to OH-grupper i A-ringen og én i B-ringen og har ingen C-ring. Resveratrol 
antages at hæmme FAS på samme måde som morin. Dens IC50-værdi for FASs overordnet 
reaktion ligger på 8,5±0,2 µM [Li et al. 2005].  
Ser man på de to skemaer for polyphenolers inhibitor koncentration, figur 16 og 18, ses at 
resveratrol ligger i den øverste del af skemaet. Ud fra de to skemaer er det altså kun morin, 
luteolin og quercetin, der hæmmer FAS bedre end resveratrol. Catechinen CG findes til at 
kunne hæmme FASs overordnede reaktion med en koncentration på 3,4 µM og hæmmer 
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derfor også bedre end resveratrol [Li et al. 2005]. Sammenlignes de fundne 
resveratrollignende strukturer, fra fraktion 11+12, med hæmningen af FAS, formodes de at 
være særlig aktive polyphenoler. 
 
6.1.2 Fraktion 36-42 
Der blev i fraktion 36-42 fundet forbindelser, der i forhold til molmassen igen kunne 
bestemmes til at have en resveratrollignende struktur. Dette er bemærkelsesværdigt, da disse 
fraktioner er opsamlet langt senere i søjlekromatografi-forløbet. Hvis fraktionerne er elueret 
korrekt efter deres polaritet i søjlen, skulle det ikke være muligt, at opsamle det samme stof i 
de to vidt forskellige prøver.  
En grund til dette kan være, at resveratrol optræder med et glykosid bundet til 
phenylringen [Komatsu et al. 2006]. Resveratrolforbindelsen bliver herved mere polær og det 
vil derfor tage længere tid for stoffet at vandre gennem søjlen. I fraktion 11+12 kunne der til 
det resveratrollignende stof være bundet ét glykosid, hvor der i denne fraktion må være 
bundet flere, grundet den længere elueringstid. 
En anden grund til, at den resveratrollignende struktur optræder i begge fraktioner, kan 
være på grund af fejl ved selve præparationen af silicagelen til søjlen.  
Blandingen med silicagel er muligvis ikke blevet lavet til en homogen masse. Dette kan 
forårsage, at forbindelserne sætter sig fast, både på ydersiden og indersiden af silicakornene 
og derved begrænse en korrekt eluering fra søjlen.  
En anden fejlkilde kunne være, at søjlen ikke var bred nok. Dette medfører at de 
forskellige lag af stof bliver for tykke.  Muligheden for at eluere stoffer med samme polaritet 
mindskes derfor. Jo bredere søjlen er, desto tyndere vil laget være og dermed vil stofferne 
elueres korrekt. En anden mulighed havde været, at der var blevet valgt en mindre mængde 
stof, så laget herved også var blevet tyndere i forhold til søjlens tykkelse.  
Ovennævnte fejlkilder kan altså resultere i, at den resveratrollignende struktur kan være 
blevet ”bundet fast” i søjlen og derved er blevet elueret fra søjlen både i fraktion 11+12 og i 
fraktion 36-42. Dette kan være en forklaring på, at den samme top ses i masse spektrene, ved 
fraktioner der ellers ligger langt fra hinanden. Dog tyder UV-spektret fra fraktion 36-42, se 
figur 28, på, at stofferne ikke nødvendigvis er de samme, da toppene her ligger længere til 
venstre på kurven end ved fraktion 11+12. Dette tyder på, at prøven fra fraktion 36-42 
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indeholder et stof med færre dobbeltbindinger end fraktion 11+12. Denne konklusion skal 
findes på baggrund af viden om, at jo større bølgelængden er, desto flere dobbeltbindinger 
indeholder stoffet.  
   I fraktion 36-42 fandt vi altså en forbindelse som var meget lig resveratrol, både i molmasse 
og UV-absorbans. Der blev endvidere fundet en anden forbindelse, der kunne have en morin-
lignende struktur, bare manglende to O-atomer. Da det ikke er muligt at identificere en sådan 
struktur og derfor ikke muligt at sammenligne UV-spektre, er det svært at sige noget om, 
hvilken forbindelse fraktion 36-42 indeholder, ud over den omtalte resveratrol-lignende 
struktur.  
 
6.2 Model 
En model for den bedste FAS-inhibitor, kan være karakteriseret ved en morinlignende 
struktur. I teorien er det beskrevet at der eksisterer mange andre gode FAS-hæmmende 
strukturer. En diskussion af hvorledes en optimal hæmmende struktur vil fremstå, er derfor 
central. 
 
Morin hæmmer som sagt FAS lidt bedre end resveratrol, men det anvendte 
kildemateriale indikerer ikke at morin findes i rabarber. Man ved ud fra andre rapporter 
[Komatsu et al. 2006] at resveratrolforbindelser kan oprenses i rabarber og at de kan hæmme 
FAS. En oprensning af resveratrol fra rabarber vil altså kunne føre til hæmning af FAS og 
måske herved et vægttab.  
Når man ved, hvilken struktur et molekyle skal have, for at virke særlig FAS-
hæmmende, må det være muligt at konstruere en ideel struktur ud fra allerede fundne 
forbindelser.  
Hvis man rent hypotetisk kunne esterificere morin eller resveratrol med en galloylgruppe, 
ville dette teoretisk kunne føre til, at disse ville hæmme FAS både reversibelt og irreversibelt, 
se figur 31 
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En sådan forbindelse kan altså først hæmme FAS irreversibelt i kraft af, at en 
omesterificering ville finde sted [jf. 3.6 Catechin esterificeret med galloyl] Her ville 
galloylgruppen fra fx morin eller resveratrol sætte sig direkte på FAS, hvorefter disse 
inhibitorer igen ville hæmme reversibelt. Hvis dette sker, kan galloylgruppen hæmme FAS i 
en periode, eftersom processen kun kan gå en vej og der vil efterfølgende være en inhibitor 
der hæmmer reversibelt til rådighed. Der vil altså være mulighed for, at stoffer kan optræde 
både reversibelt og irreversibelt og herved have en dobbeltvirkning i kraft af sin todelte 
inhibitoreffekt. Netop denne egenskab hos en inhibitor beskrives, som værende den struktur, 
der i højst grad ville kunne føre til vægttab [jf. 3.7 Den ideelle struktur].  
Det er dog ikke sikkert, at de omtalte polyphenoler, morin og resveratrol, vil beholde 
deres gode FAS-hæmmende struktur, hvis de får tilført en galloylgruppe. Det kan lige så vel 
være, at en sådan binding vil ændre molekylernes strukturer, så deres FAS-hæmmende 
virkning herved ophører eller mindskes.  
 
Det at en forbindelse hæmmer reversibelt betyder ikke nødvendigvis, at den vil hæmme 
FAS i ringere grad end irreversible forbindelser gør. Det afhænger af mængden af stof der er 
tilgængeligt. Hvis der er nok resveratrol tilstede, er det underordnet at denne hæmmer 
reversibelt. Der vil være mulighed for en ny binding til FAS-domænet, så snart resveratrol 
dissocierer væk fra substratet igen og denne ligevægt kan i teorien forskydes frem og tilbage, 
så længe der er nok inhibitor tilstede.  
 
Figur 31: En model af morin esterificeret med en galloylgruppe. Denne struktur vil muligvis hæmme 
FAS reversibelt og irreversibelt [MDC]. 
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6.3 Hypotese 
Ovenstående konkluderer at mængden af inhibitor har stor betydning for hæmningen af 
FAS. Dette ligger til grund for, at det i hypotese afsnittet, blev observeret at den 
vægtreducerende effekt ophørte, så snart tilførslen af inhibitor stoppede [jf. 2. Hypotese].  
Spørgsmålet om, hvorvidt forsøgets oprensede polyphenoler har en vægtreducerende 
effekt, afhænger derfor også af de resveratrollignende forbindelsers tilgængelighed og 
udskillelse af kroppen. Resveratrolforbindelser har en forholdsvis kort levetid i kroppen, 
hvilket vil sige at tilgængeligheden af disse, som inhibitor, vil være relativ kortvarig [Yu et 
al. 2002]. Ønsker man at anvende resveratrollignende stoffer til en hæmning af FAS, kræver 
dette altså en kontinuerlig tilførsel af disse.  
Når dette er nævnt, står projektet tilbage med spørgsmålet om, om de 
resveratrollignende strukturer eller andre gode konstruerede FAS-inhibitorer, vil kunne 
resultere i et decideret vægttab. 
I en undersøgelse [jf. 2. Hypotese] blev sammenhængen mellem hæmning af FAS og 
appetitreguleringen påvist. Af dette blev det konkluderet, at det ikke kun var 
tilgængeligheden af inhibitor der var vigtig, men også hvor inhibitoren specifikt bandt sig til 
multienzymkomplekset. Den syntetisk fremstillede inhibitor, C75, påvirkede reguleringen af 
tilgængeligt malonyl-CoA, som er et substrat for FAS. Denne regulering har mange ligheder 
med det appetitregulerende hormon leptins påvirkning af FAS og har derfor også en 
indvirkning på appetitten. Det var denne appetitpåvirkning, der viste sig at være den 
afgørende faktor i C75s vægtreducerende effekt og dermed forsøgsmusenes vægttab [jf. 2. 
Hypotese]. 
For at diskutere polyphenolers eventuelle vægtreducerende virkning, har projektet taget 
udgangspunkt i resultaterne af studier omhandlende morin [jf. 3.5 Morins hæmmning af 
fedtsyresyntesen]. I det respektive afsnit blev det konkluderet, at morin hæmmer kompetitivt 
mod acetyl-CoA ved at binde sig til KS-domænet. FAS hæmmes altså ved at udkonkurrere 
acetyl-CoA som tilgængeligt substrat og påvirker derfor ikke bindingen af malonyl-CoA. 
Den mixede hæmning mod NADPH beskrives ikke i detaljer, men da NADPH er en af de 
primære elektrondonorer i FAS, kunne man forestille sig, at en hæmning af denne, ville være 
medvirkende til at sænke reaktionshastigheden.  
Af ovenstående sammenhæng mellem hæmning af FAS og appetitregulering, kan man 
muligvis antage at denne hæmning af acetyl-CoA ikke direkte indvirker på 
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appetitreguleringen. Morin er dog stadig den polyphenol, der hæmmer FAS bedst ved lavest 
koncentration og har derfor stadig en vis indvirkning på dannelsen af fedtsyrer i kroppen. 
Dette underbygges i Loftus’ forsøg hvor det viste sig, at de fastende mus ikke havde et 
vægttab større end de mus, der blev behandlet med C75. Der vil altså være mulighed for 
vægttab, dette selvom appetitreguleringscentret ikke direkte bliver påvirket [Loftus et al. 
2000].  
Som nævnt i hypoteseafsnittet har man undersøgt en rabarberrod. Undersøgelsen viste, 
at effekten af rabarberrodsekstraktet ikke havde nogen nævneværdig vægtreducerende effekt 
hos forsøgsrotterne, men derimod medførte diarré [Tian et al. 2004]. 
Det skal dog påpeges, at der i ovennævnte undersøgelse blev brugt planteudtræk, der 
også indeholdte andre bestanddele end de aktive komponenter. Disse kan muligvis være 
grunden til den afførende virkning. Det er altså vigtigt at pointere, at hvis polyphenoler skal 
bruges til udvikling af et FAS-hæmmende præparat, ville det optimale være en oprensning af 
rene FAS-hæmmende stoffer og en efterprøvning af disse. Det er altså endnu ikke grundlag 
for, at afvise rabarber som potentielt oprensningsmateriale.  
Muligheden for at de oprensede polyphenoler kan føre til et vægttab, afhænger ikke kun 
af, om de hæmmer FAS i samme grad som cerulenin og C75. Et decideret vægttab afhænger 
måske i større grad af, om polyphenolstrukturen hæmmer FAS på en måde, der også påvirker 
appetitreguleringen. 
På nuværende tidspunkt er der dog ikke nogen undersøgelser, der indikerer at 
polyphenoler i rabarber påvirker denne regulering. Førnævnte undersøgelse af Tian et al. fra 
2004 påviste dog, at polyphenolerne fra grøn te havde en vis vægtreducerende virkning. De 
aktive polyphenoler i grøn te, der som før nævnt er undergruppen catechiner, hæmmer altså 
FAS i en grad, der kan føre til et vægttab [jf. 3.1 Polyphenolers strukturelle opbygning]. 
Spørgsmålet er, om catechiner hæmmer FAS på samme måde som C75 gør, eller om det er 
andre komponenter i den grønne te, der er medvirkende til at påvirke appetitreguleringen og 
dannelsen af fedtsyrer. 
 
Den biokemiske planteforskning er altså godt på vej til at identificere de aktive 
forbindelser, der spiller en rolle ved hæmning af FAS. Det er endnu ikke helt påvist, hvilke 
faktorer der skal gøre sig gældende, hvis hæmningen skal resultere i et vægttab.  
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Før et nyt slankeprodukt kan komme på tale, må der fokuseres mere på andre 
indvirkende faktorer, som fx hvilke konsekvenser en hæmning af FAS kan have for den 
menneskelige organisme. 
Acetyl-CoA er som førnævnt et produkt af den føde vi indtager og spiller en vigtig rolle 
i kroppens metaboliske balance. Eksemplet med morins hæmning af FAS, hvor acetyl-CoA 
udkonkurreres af morin, kan måske forstyrre den naturlige balance af acetyl-CoA. Man 
kunne derfor forstille sig, at hvis acetyl-CoA hæmmes i at initiere FAS, vil det give et 
overskud af acetyl-CoA i forhold til den oprindelige balance. Der kan altså blive mere acetyl-
CoA til kroppens andre stofskifte processer, se figur 12, som fx kunne blive omdannet til 
energi via citronsyrecyklus, se figur 11.  
Forskningen kan på nuværende tidspunkt kun gisne om, hvilke konsekvenser en 
forskydning af den naturlige metaboliske balance vil have. Det kræver flere undersøgelser og 
efterprøvninger af hypotesen, førend en FAS-hæmmer vil kunne resultere i en vægtreduktion. 
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7. Konklusion 
I rabarberroden Rheum Rhabarbarum ”Timberley Early” blev der oprenset en forbindelse der 
menes at være en mulig form for resveratrol. Ud fra litteraturen ved vi, at der skal 8,5±0,2 µM 
resveratrol til, for at hæmme fedtsyresyntesen med 50 %. I forhold til de undersøgte polyphenoler, 
viste resveratrol, at være en relativ god inhibitor. Den menes at hæmme reversibelt. Polyphenolen, 
morin, vurderes i projektet som værende den naturlige inhibitor, der hæmmer FAS bedst.  Morin 
hæmmer FAS reversibelt med en koncentration på 2,3±0,1 µM.  
Den ideelle FAS-hæmmende strukturmodel fastslås både at hæmme reversibelt og 
irreversibelt. Irreversible inhibitorer menes at indeholde en galloylgruppe. Det vil derfor være 
interessant at undersøge muligheden for, at tilføre en galloylgruppe på morin. I så fald ville denne, 
ud fra morins struktur, indeholde mindst tre phenylringe, hvoraf den ene skal være en 
galloylgruppe. A- og B-ringen skal indeholde to OH-grupper. I A-ringen skal disse sidde på femte 
og syvende C-atom. A- og B-ringene skal endvidere ligge i ét plan, hvor afstanden mellem deres 
centrum skal være cirka 0,67 nm. Ovenstående model for en ideel FAS-hæmmende inhibitor vil 
være både reversibel og irreversibel. Galloylgruppen vil omesterificeres til multienzymkomplekset 
og morin vil herved hæmme reversibelt. På denne måde vil modellen have en dobbeltvirkning, 
hvilket kunne føre til en bedre hæmning af FAS. Det er dog uvist om morin med en galloylgruppe 
bundet via en ester, ville beholde sin gode FAS-hæmmende struktur.   
Morin hæmmer ydermere FAS kompetitivt mod acetyl-CoA, hvilket medfører en hæmning af 
KS-domænet. Tidligere undersøgelser har påvist, at en kompetitiv hæmning mod acetyl-CoA kun i 
mindre grad vil føre til et vægttab.  Derimod er det påvist at den syntetiske inhibitor, C75, medfører 
vægttab ved regulering af malonyl-CoA.  En polyphenol med samme egenskab, vil muligvis også 
kunne føre til et vægttab. Hvorvidt projektets oprensede komponenter har en vægtreducerende 
egenskab, må undersøges yderligere førend en endelig konklusion kan gives.  
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8. Perspektivering 
Med viden om specifikke polyphenolers evne til at hæmme fedtsyresyntesen, kunne 
man stille spørgsmålstegn ved, hvorfor dette ikke er anvendt direkte i udviklingen af 
slankende præparater.  
Det skal dog nævnes, at man via en internetkilde, kan erhverve sig forskellige former 
for polyphenoler, på pilleform. Blandt andet er det muligt, for blot 31$, at købe 120 kapsler 
med resveratrol [www.Biomedic Labs 2007]. Sælgerne af dette produkt oplyser forbrugeren 
om dets kræftforbyggende effekt og der er links til artikler, der beskriver dets mulige 
livsforlængende egenskaber. Ud fra viden om polyphenolers FAS-hæmmende effekter, kunne 
præparatet ydermere tænkes at have en slankende virkning. Denne viden vil muligvis kunne 
føre til større salg af disse polyphenoler over nettet.  
Man er på nuværende tidspunkt måske ikke bevidst om, hvilke bivirkninger der kan 
optræde ved brug af præparatet. Dette giver anledning til problemstillinger omkring 
muligheden for frit at kunne investere i disse. 
Der er påvist toksiske effekter ved anvendelsen af blandt andet polyphenolen, quercetin. 
Denne polyphenol findes, ligesom mange andre, i vores kost og er derfor et stof vi indtager i 
meget små mængder. Det påpeges dog, at hvis stoffet indtaget i større mængder, kan det være 
kræftfremkaldende [www.Cayman Chemicals 1 2007].  
I en undersøgelse er det fundet, at der skal en mindre mængde quercetin end resveratrol 
til at hæmme fedtsyresyntesen. Derfor vil det rent mængdemæssigt være mere 
hensigtsmæssigt at bruge quercetin. Her kunne stoffets negative effekter tages i betragtning. 
Denne vurdering vil gælde helt generelt for udviklingen af et slankemiddel baseret på 
polyphenoler; hvis en struktur, eksempelvis quercetins, som i øvrigt er meget lig morins, kan 
være kræftfremkaldende, er det altså af betydning, at stoffets bivirkninger er fuldstændig 
klarlagt.  
Hermed sagt, er det altså vigtigt at der opnås en form for balance ved mængde af 
indtaget stof og at fokus er rettet mod de bivirkninger, der eventuelt kan opstå ved indtagelse 
af større mængder.  
Man kan forestille sig, at det optimale i forskningen omkring udvikling af 
slankeprodukter, er at fremstille disse uden bivirkninger. Fedme er og bliver et større 
problem, hvorfor udviklingen af slankende produkter, vil være en stor gevinst for sundheden.  
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10. Appendix 1 - Laboratoriejournal  
 
Rensning og tørring (Torsdag d. 8 marts 2007) 
• Rabarberroden afvaskes og afstikkende rødder brækkes af. En del af roden havde en 
blød, svampagtig konsistens 
• Alle rødderne skrælles for at komme af med de sidste jordrester, og skrællerne 
gemmes. Roden havde en gullig farve 
• Alle rødderne skæres i tynde skiver, ca. 2-4 mm, og samles i et målebæger  
• Rabarberskuddet vaskes, findeles og samles i nyt målebæger 
• Skiverne fra rabarberroden fordeles på et filtreringspapir og lægges sammen med 
skud (skud i separat målebæger) i varmeskab ved en start temperatur på 60°C. Døren 
til varmeskabet efterlades åben, så temperaturen falder til ca. 30°C. Roden tørrer ved 
denne varme i ca. 5 timer, herefter slukkes varmeskabet hvor roden tørrer videre ved 
stuetemperatur i 4 dage 
 
Pulverisering og ekstrahering (Mandag d. 12 marts 2007) 
• Roden er blevet mørkegul og brunlig efter 4 dages tørring 
• De tørre skiver rabarberrod, med vægt på 64,2 g, samles i rent bægerglas  
• Skiverne pulveriseres i en lille morter, så mindst muligt går til spilde 
• 22,7 g af det fine pulver hældes gennem tragt på kolbe. Resten gemmes til senere 
anvendelse 
• Pulveret blandes i stinkskab med ca. 900 mL methanol  
Vi bruger methanol, da det er et polært opløsningsmiddel, og da vi ved at de polyphenoler vi 
ønsker at finde også er polære 
• Blandingen udsættes for ultralyd (45000 Hz, amplitude: 60) 1 time og 15 min, for at 
gøre ekstraktionen så god som mulig  
Ultralyd vil evt. bryde flere cellevægge i blandingen, og derved gøre forbindelsen mere 
tilgængelig. Når ultralyd kommer i berøring med blandingen i kolben hvirvler 
bundmaterialet, dvs. de stykker af roden der ikke blev pulveriseret fint nok op, og ændrer 
blandingens farve til mere uklar gul. 
• Centrifugering på magnetomrører. Kolben placeres på en magnetplade med en ca. 6 
cm lang magnetomrører. Temperaturtermostaten på magnetomrør slukkes, så 
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forbindelserne i blandingen ikke ødelægges pga. varme. Blandingen centrifugeres i 
3 dage i håb om at bundfald opløses, og at forbindelser derved bliver mere 
tilgængelige  
 
Filtrering og rotationsfordampning (Torsdag d. 15 marts 2007) 
Blandingens farve er blevet mere mørkegul efter tre dage på magnetomrører. Der er 
forholdsvis meget lyst bundfald. 
•   Filtrering med sugetragt (porrestørrelse = 3). I filtreringstragten tilsatte vi langsomt 
vores methanol/rabarber-blanding, hvorved denne blev filtreret. For at få bundresterne 
af rabarberekstraktet med, tilsatte vi ekstra methanol i vores oprindelige kolbe og 
filtrerede også dette.  Bundfaldet der blev filtreret fra, i tragten, var grumset, mens 
vores filtrerede væske havde en klar, gulorange farve 
•   For at udelukke at der er noget vand tilbage i rabarberekstraktet, benyttes en 
rotationsfordamper til at fjerne eventuelle vandmolekyler  
• En smule af vores filtrerede rabarberekstrakt blev hældt i en florentinerkolbe og blev 
opvarmet over vandbad 
•   Methanol har et lavt kogepunkt (64,5 ºC).  Temperaturen i vandbadet blev derfor holdt 
på 50 °C, da der vil være en øget risiko for at nogle forbindelser går i stykker, hvis 
temperaturen blev hævet yderligere 
• Florentinerkolben blev kun fyldt lidt op med ekstrakt da det ideelle er, at få et så stort 
overfladeareal i kolben så muligt, da fordampningen herved vil foregå hurtigere. Efter 
ca. en halv time omdannes blandingen til olielignende materiale, og kort herefter til 
fast pulverligende stof 
• Pulveret skrabes ud og vejes i måleglas  
• Da det viste sig at vi ved ovenstående metode kunne separere vand fra vores 
rabarberblanding, bruger vi denne metode til af få hele vores oprindelige blanding på 
fast form  
 
I alt fik vi 5,25 g stof. 
   
Betegnelser af prøverne:  
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Vi anvendte nedenstående system for nummerering af de forskellige fraktioner af oprenset 
materiale: 
 
1. Hakket rabarberrod 
- 1.m. Pulveriseret rod 
- 1.m.1. Pulveriseret rod + methanol => ekstrahering 
- 1.m.1.1. Pulver fra vacuum destillation (pulver = rabarberekstrakt, tørt stof) 
- 1.m.2 Resterne fra filtreringen 
- 1.m.1.2 Harpikslignende stof fra vakuum destillation 
2. Bark 
3. Rabarberskud 
 
1. TLC (Mandag d. 19 marts 2007) 
• Vi vælger at lave en TLC plade for at undersøge om vores prøve indeholder nogen 
polære stoffer. Denne viden er essentiel for den videre proces med separation af 
stofferne 
• Et kromatografikar fyldes med 70 % ethylacetat og 30 % methanol (70:30 mL). 
Karret mættes ved at blive foret med papir. Dette gør kromatografiprocessen 
hurtigere, da mætningspapiret hæmmer fordampningen af alkohol fra silicagelen 
• Silicagelen er en 60 F 254 (dvs. den fluorescerer ved 254 nm). Silicagelen skrabes af i 
siderne for at undgå at væske fra mætningspapiret siver ind fra siden  
• En lille mængde af 1.m.1.1. opløses i methanol og de forskellige prøver sættes, vha. 
kapillærrør, på silicagelen, i forskellige koncentrationer. Morin og ethyl 2,4-
dihydroxy-6-methylbenzoate 95 % bruges som referencestoffer 
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Tyndtlagskromatografi nr. 1 
 
 
Prøverne med rabarberpulver var ikke særlig tydelige i det fluorescerende lys, hvilket betyder 
at det nok var en for tynd opløsning. 
 
2. TLC (Tirsdag d. 20. marts 2007) 
Tyndtlagskromatografien gentages med 40 mL methanol og 60 mL ethylacetat (60:40) og 
med phloretin og morin som referencestoffer. 
 
Tyndtlagskromatografi nr. 2 
 
Søjlekromotografi (Tirsdag d 10. april 2007) 
Formålet med at lave søljekromatografi er for at få samlet forskellige fraktioner af vores stof 
alt efter polaritet, i håbet om at kunne oprense et rent stof. 
 
Følgende blev afmålt: 
Nr. Fraktion 
1. 1.m.1.1 (x2) 
2. 1.m.1.1 (x3) 
3. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate (x1) 
4. Morin (x2) 
5. 1.m.1.1 (x2) 
6. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate (x2) 
7. Morin (x1) 
8. 1.m.1.2 (x2) 
9. 1.m.1.2 (x1) 
10. 1.m.1.1 (x4) 
Nr.  Fraktion 
1. 1.m.1.1 (x2) 
2. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate (x2) 
3. Phloretin 
4. 1.m.1.2 (x2) 
5. Morin (x2) 
6. 1.m.1.1 (x3) 
7. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate (x3) 
8. Phloretin (x3) 
9. 1.m.1.2 (x3) 
10. Morin (x3) 
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Målebæger uden stof 46,2 g 
Målebæger med tørt stof (1.m.1.1) 24,7 g 
Stofmængde til søjlekromatografi 2,5 g 
 
• I en florentinerkolbe blev der lavet en blanding bestående af 5,06 g silicagel og 2,5 g 
rabarberekstrakt (delvist opløst i 40 ml methanol) 
• Blandingen blev nu vakuumdestilleret i rotationsfordamperen for at få stoffet bundet 
til silicagelen. Temperaturen er 50 ºC fra starten og stoffets farve udmærker sig ved 
en mørkegul farve 
• Når methanolen er fordampet og vi har tørt stof tilbage, pulveriseres dette fint, således 
at stoffet kan bevæge sig gennem silicagelen 
• 160 g silicagel afmåles i et bægerglas og opløses i:    
Methanol 10 % (mL) Ethylacetat 90 % (mL) Samlet volumen (mL) 
40 360 400 
 
• Denne opløsning hældes i søljen 
• Opløsningen af silicagel og ekstrakt bliver nu hældt på søjlen, ved hjælp af en tragt 
med stor forsigtighed således at ekstraktet lægger sig som et låg oven på silicalgelen.  
Der bliver åbnet for ”slusen” så indholdet forsigtigt drypper ud fra denne. I 
bægerglas/kolbe blev afmålt 50 mL som mærkes ”1. f” osv. (f=fraktion) 
• Efter at den første blanding af methanol og ethylacetat er næsten løbet igennem, laves 
den samme blanding, som forsigtigt hældes igennem 
• Den næste blanding vi anvender er: 
Methanol 20 % (mL) Ethylacetat 80 % (mL) Samlet volumen (mL) 
200 800 1000 
 
• Den efterfølgende blanding, som hældes i søljen ca. efter fraktion 21 er gennemløbet, 
er: 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Methanol 20 % (mL) Ethylacetat 80 % (mL) Samlet volumen (mL) 
40 200 240 
 
Vi stoppede for den dag og havde da opsamlet i alt 25 fraktioner med 50 mL i hver. 
 
Vi forsatte gennemløbningen af søljen (Onsdag d. 11. april 2007) 
• I søljen blev hældt en blanding af: 
Methanol 30 % (mL) Ethylacetat 70 % (mL) Samlet volumen (mL) 
60 140 200 
 
Fraktion 26-31 blev udtaget under dette forhold. 
• Efter dette blev der hældt en blanding af: 
Methanol 50 % (mL) Ethylacetat 50 % (mL) Samlet volumen (mL) 
100 100 200 
 
Fraktion 32-34 blev udtaget under dette forhold. 
• Den sidste blanding: 
Methanol 100 % (mL) Ethylacetat 0 % (mL) Samlet volumen (mL) 
400 0 400 
 
Fraktion 35-46 blev udtaget under dette forhold. 
 
3., 4. og 5. TLC  
For at undersøge om nogle af fraktionerne er ens, laver vi TLC. De fraktioner der har vandret 
lige langt, det vil sige samler sig samme sted, blandes sammen. 
• Vi udvalgte opsamlingsglas 1f, 5f, 10f, 15f, 20f og 25f til tyndtlagskromatografi: 
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Tyndtlagskromatografi 3 
 
 
• En ny tyndtlagskromatografi for prøverne 8f, 10f, 12f, 15f, 17f, 20f, 22f blev lavet, da 
vi i dette område kunne se, at der muligvis lå nogle stoffer oveni hinanden.  
 
Tyndtlagskromatografi 4 
 
 
Nr. Fraktion 
1. 1f. 
2. 5f. 
3. 15f. 
4. 10f. 
5. 20f. 
6. 25f. 
7. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate 
8. Phloretin 
9. 5f. 
10. 25f. 
Nr. Fraktion 
1. 8f. 
2. 10f. 
3. 12f. 
4. 15f. 
5. 17f. 
6. 20f. 
7. 22f. 
8. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate 
9. Phloretin 
10. Intet tilsat stof 
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Tyndtlagskromatografi 5 
 
 
6. og 7. TLC (Torsdag den 12. april 2007) 
• Fraktion 1-4 blandes sammen da de var vandret lige langt på pladen da de højst 
sandsynligt indeholdt samme stof 
• Blandingen blev rotationsfordampet af to omgange for at vægten blev konstant. Igen 
blev dette gjort ved 50 ºC  
• Samme princip udføres med fraktion 5f. og 6f.  
• Der laves flere TLC plader for at afgøre hvilke fraktioner der kan blandes sammen og 
rotationsfordampes 
  
Tyndtlagskromatografi 6 
 
Nr. Fraktion 
1. 4f. 
2. 5f. 
3. 6f. 
4. Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate 
5. 20f. 
6. 21f. 
7. 22f. 
8. 23f. 
9. 24f. 
10. 25f. 
Nr. Fraktion 
1. 7f. 
2. 9f. 
3. 18f. 
4. 19f. 
5. 21f. 
6. 23f. 
7. Morin 
8. Phloretin 
9. 10f. 
10. 11f. 
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Tyndtlagskromatografi 7 
 
• Fraktionerne 7f. og 8f. blandes 
Vægt af florentinerkolbe 212,43 g 
Florentinerkolbe + fraktion 7f. og 8f. 238,94 g 
Vægt af fraktion 7f. + 8f. 26,41 g 
• Blandingen blev rotationsfordampet 
Florentinerkolbe + tørt stof 212,45 g 
Tørt stof, fraktion 7f. + 8f. 0,02 g 
• Fraktionerne 18 og 19 blandes 
 
8., 9. og 10. TLC (Fredag d. 13. april 2007) 
Tyndtlagskromatografi 8 
 
 
Nr. Fraktion 
1. 12f. 
2. 14f. 
3. 16f. 
4. 20f. 
5. 26f. 
6. 28f. 
7. 30f. 
8. 32f. 
9. Phloretin 
10. Morin 
Nr. Fraktion 
1. 32f. 
2. 34f. 
3. 36f. 
4. 38f. 
5. 40f. 
6. 42f. 
7. 44f. 
8. 46f. 
9. Phloretin 
10. Morin 
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Tyndtlagskromatografi 9 
 
• Fraktion 20f. og 21f. har vandret lige langt, de hældes sammen og rotationsfordampes  
• 22f.-24f. hældes sammen og rotationsfordampes 
• 25f. og 26f. hældes sammen og rotationsfordampes 
• Prøverne 1-4f., 5f+6f., 7f.+8f. og 18f.+19f. opløses i chloroform-d, 99,8 atm % D 
direkte i florentinerkolben  
• Opløsningen overføres til NMR-rør og sendes til HNMR-analyse. (Prøve 5f.+6f. var 
tungtopløseligt i chloroform, så et andet opløsningsmiddel havde dog været at 
foretrække) 
Tyndtlagskromatografi 10 
 
 
Nr. Fraktion 
1. 27f. 
2. 29f. 
3. 31f. 
4. 33f. 
5. 35f. 
6. 37f. 
7. 38f. 
8. 41f. 
9. 43f. 
10. Morin 
Nr. Fraktion 
1. 9f. 
2. 10f. 
3. 11f. 
4. 12f. 
5. 14f. 
6. 16f. 
7. 17f. 
8. 27f. 
9. 28f. 
10. Morin 
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Tyndtlagskromatografi 11 
 
 
Fraktionerne hældes sammen og vejes (Mandag d. 16. april 2007) 
• Fraktionerne hældes sammen som det ses nedenfor. ”Vægt af kolbe med stof” skal 
forstås som vægten efter rotationsfordampning 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nr. Fraktion 
1. 32f. 
2. 34f. 
3. 36f. 
4. 38f. 
5. 40f. 
6. 42f. 
7. 44f. 
8. 46f. 
9. Morin 
10. Phloretin 
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Fraktion 9+10  
 
 
 
 
Fraktion 11+12 
 
 
 
 
Fraktion 13+14  
 
 
 
 
Fraktion 15-17 
 
 
 
 
Fraktion 18-19 
Vægt af kolbe 60,803 g 
Vægt af kolbe med stof 60,826g 
Stof i alt  0,023 g 
Fraktion 20-21 
Vægt af kolbe 58,936 g 
Vægt af kolbe med stof 59,002 g 
Stof i alt 0,066g 
Fraktion 22-24 
Vægt af kolbe 59,631 g 
Vægt af kolbe med stof 59,730 g 
Stof i alt 0,099 g 
 
Fraktion 25-26 
Vægt af kolbe 48,594 g 
Vægt af kolbe med stof 48,652 g 
Stof i alt 0,058 g 
 
Fraktion 27-31  
Vægt af kolbe 102,9 g 
Vægt af kolbe med stof 102,97 g 
Stof i alt 0,07 g 
 
Fraktion 32+33 
Vægt af kolbe  
Vægt af kolbe med stof 105,15 g 
Stof i alt  
 
Fraktion 34+35 
Vægt af kolbe+opløsning 54,864 g 
Vægt af kolbe med stof 54,957 g 
Stof i alt 0,093 g 
 
Fraktion 36-42 
Vægt af kolbe 102,90 g 
Vægt af kolbe med stof 103,75 g 
Stof i alt 0,85 g 
 
Fraktion 43-46 
Vægt af kolbe 106,28 g 
Vægt af kolbe med stof 106,46 g 
Stof i alt 0,18 g 
 
 
Vægt af kolbe 47,98 g 
Vægt af kolbe med stof 48,059 g 
Stof i alt 0,079 g 
Vægt af kolbe 47,929g 
Vægt af kolbe med stof 48,161 g 
Stof i alt 0,232 g 
Vægt af kolbe 55.91 g 
Vægt af kolbe med stof 56,071 g 
Stof i alt 0,161 g 
Vægt af kolbe  
Vægt af kolbe med stof 200,59 g 
Stof i alt  
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NMR (Tirsdag d. 17. april 2007) 
Vi sender udvalgte prøver til NMR: 
• 11f.+12f. sendes til NMR, stof i alt: 0,02 gram. Det var ikke opløseligt i chloroform, 
derfor anvendte vi DMSO. Dvs. der var altså både DMSO og lidt chloroform i prøven  
  
LCMS (Torsdag d. 19. april 2007) 
To prøver blev sendt til LCMS: 
• Stof fra fraktion 11f.+12f. og 36f.-42f. sendes til LCMS. Prøverne er opløst i methanol. 
Blandingen var i forholdet 10 µg stof til 1 mL methanol 
Overblik 
Fraktion Vægt NMR LCMS 
1f.-4f.  X 
 
5f.+6f.  X 
 
7f.+8f.  X 
 
9f.+10f. 0,079 g  
 
11f.+12f. 0,232 g X X 
13f.+14f. 0,161 g  
 
15f.-17f.   
 
18f.+19f 0,023 g X 
 
20f.+21f. 0,066 g  
 
22f.+24f. 0,099 g  
 
25f.+26f. 0,058 g  
 
27f.-31f. 0,07 g  
 
32f.+33f.   
 
34f.+35f. 0,093 g  
 
36f.-42f. 0,85 g  X 
43f.-46f. 0,18 g  
 
    
Stof i alt 1,911 g 
  
 
Oprydning (Fredag d. 20. april 2007) 
Vores fraktioner fra florentinerkolberne blev overført til lille glas med låg. Det resterende stof 
blev vejet.  
• Methanol blev tilsat florentinerkolberne med fraktionerne og overført til en lille 
florentinerkolbe 
• Fraktionerne blev igen rotationsfordampet 
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• En lille smule methanol blev tilsat og fraktionerne blev hældt over i små glas  
• Disse sættes i stinkskab uden låg i håb om at methanolen vil fordampe 
• Derefter sættes låg på 
• Alle tomme glas blev vejet. Se understående tabel 
• Da methanolen var fordampet blev glas og stof vejet. Se understående tabel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I alt har vi 1,7506 g stof tilbage.  
 
Fraktion nr. Glas 
 
Glas og Fraktion 
1f.-4f. 6,5995 g 
 
6,6018 g 
5f.+6f. 11,6818 g 
 
11,6925 g 
7f.+8f. 6,6131 g 
 
6,6214 g 
9f.+10f. 6,6027 g 
 
6,6225 g 
11f.+12f. 12,3606 g 
 
12,4660 g 
13f.+14f. 6,8025 g 
 
6,9169 g 
15f.-17f. 6,5257 g 
 
6,5600 g 
18f.+19f. 6,6006 g 
 
6,6096 g 
20f.+21f. 6,6006 g 
 
6,6056 g 
22f.-24f. 12,4216 g 
 
12,4279 g 
25f.+26f. 6,5500 g 
 
6,5530 g 
27f.-31f. 6,5812 g 
 
6,5936 g 
32f.+33f. 6,6324 g 
 
6,6655 g 
34f.+35f. 6,6715 g 
 
6,7032 g 
36f.-42f. 16,3047 g 
 
17,0193g 
43f.-46f. 12,2452 g 12,8855g 
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11. Appendix 2 - Analyse af TLC-plader 
TLC-1: Pladen blev brugt til at vurdere om prøven indeholdte nogle kemiske forbindelser. 
Der blev påsat referencer for at tjekke om opløsningen i karet var god nok. 1.m.1.1 prøven blev 
påsat fire gange og alle vandrede lige langt. Pladen viste at prøven indeholdt polære forbindelser. 
 
TLC-2: Pladen blev lavet med det formål, at forbedre adskillelsen af forbindelserne og der 
blev derfor brugt en anden opløsning (40 mL methanol/60 mL ethylacetat). Pladen viste klart en 
større adskillelse mellem de påsatte prøver og denne opløsning blev derfor også brugt til de 
næste plader.  
 
TLC-3: Fraktion 5f havde vandret, både i bane to og ni, lige så langt som referencen Ethyl 
2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate i bane syv. De resterende prøver var ikke så tydelige, men dog 
kunne man se at separationen af stofferne var forløbet korrekt, da de lå på en skrå linje, med de 
lavest nummererede fraktioner, som værende vandret længst.  
 
TLC-4: Det tydede på at denne plade ikke var brugbar, da de forskellige fraktioner ikke 
havde vandret lige så langt som de burde, sammenlignet med de andre TLC-plader. Dog kunne 
det igen ses, som på TLC-3, at fraktionerne var vandret korrekt i forhold til hinanden. Derudover 
så det ud som om at fraktionerne fra 10-17, kunne indeholde nogen af de samme stoffer, og 
derfor blev de undersøgt nærmere.  
 
TLC-5: Fraktion 5+6 blev blandet sammen, da det fremgik at de var vandret lige langt på 
pladen, og derfor højst sandsynligt indeholdte de samme kemiske strukturer. Derudover blev 
fraktion 1-4 blandet, da det ud fra TLC-5 og TLC-3 fremgik, at de var vandret lige langt. 
Fraktion 20+21 og 22-24 blev ligeledes blandet. 
 
TLC-6: Fraktion 9+10 og 18+19 blev blandet sammen. 
 
TLC-7: Stofferne havde ikke adskilt sig som de burde. Prøverne trak lange ”haler” efter 
sig, og vi valgte derfor ikke at bruge denne plade. 
 
TLC-8: Pladen blev påsat fraktionerne fra 32 til 46. Ingen af stofferne vandrede særlig 
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langt. Dette skyldtes nok at polariteten var blevet mindre. Vi burde derfor bruge en anden 
opløsning til disse fraktioner for at adskille dem bedre.  
 
TLC-9: Fraktion 25+26 og 27-31 blev blandet sammen.  
 
TLC-10: Igen var der ”haler”. Dog valgte vi at bruge denne plade, da det tydeligt fremgik 
hvor forbindelserne havde samlet sig. Fraktionerne 11+12, 13+14 og 15-17 blev samlet. 
 
TLC-11: Pladen havde sandsynligvis stået lidt skævt og vandringen var derfor stoppet lidt 
tidligere end på de andre plader. Vi valgte dog at bruge resultaterne, da det var muligt at se en 
adskillelse. Fraktionerne 32+33, 33+34, 36-42 og 43-46 blev blandet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
